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RESUMO

Introducdo: O leite materno é considerado um alimento completo e fundamental para o
recém-nascido (RN). Até os primeiros 7 dias apds o parto aproximadamente, o leite
excretado da mama é conhecido como colostro, um fluido de menor volume e rico em
compostos imunologicos. Esse leite é responsavel por fornecer nutricdo ideal para o
crescimento e desenvolvimento saudavel dos bebés, bem como garantir a protecdo e o
desenvolvimento adequado do sistema imune do recém-nascido. Entretanto, alguns
fatores maternos como a Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), pode vir a alterar a
concentracao de citocinas e quimiocinas presentes no colostro. Nesse contexto, torna-se
importante avaliar as alteraces nas concentragdes desses biomarcadores na presenca da
doenca, uma vez que essas mudancas podem afetar o desenvolvimento do sistema
imune do recém-nascido. Objetivo: O presente trabalho tem por objetivo avaliar se a
ocorréncia de DMG modifica a concentracdo de citocinas e quimiocinas presentes no
colostro. Metodos: Estudo transversal, realizado com dois grupos de mulheres
internadas no pos-parto imediato em uma Maternidade referéncia em Belo Horizonte.
Os grupos foram separados de forma que em um deles todas as participantes
apresentaram gestacdo saudavel, e o outro grupo apresentou DMG. Foram coletados
dados socioecondmicos, de saude e antropométricos através da caderneta da gestante e
avaliacdo no pos-parto. Também no pds-parto, foi coletado em ambos os grupos uma
média de 2mL de colostro para analise da concentracdo das citocinas/quimiocinas por
imunoensaio multiplex. Resultados: Foram incluidas no estudo 25 mulheres, sendo que
56% delas apresentaram uma gestacdo de risco habitual e 44% DMG. A meédia e desvio
padrdo da idade entre elas foi calculada para o grupo risco habitual e DMG
respectivamente (24,86+5,26) e (30,09+6,25). No grupo DMG, observou-se aumento na
concentracdo de IL-10, IFN-y e IL-15 no colostro. Numa avaliacdo global, percebeu-se
que o colostro das mulheres com DMG apresentam uma concentragdo mais alta de
agentes inflamatorios, e também dos anti-inflamatdérios e que had uma correlacéo positiva
entre as citocinas e quimiocinas nesse grupo. Conclusdo: Nessa perspectiva, 0s dados
obtidos no trabalho suportam a idéia de que a doenca leva a alteragdes imunes no
colostro, sugerindo que no grupo DMG ha um aumento global de citocinas e

guimiocinas.

Palavras-chave: Gestantes, diabetes mellitus gestacional, colostro, sistema imune, e

citocinas e quimiocinas.



ABSTRACT

Introduction: Breast milk is considered a complete and essential food for the newborn
(NB). Until approximately the first 7 days after delivery, the milk excreted from the
breast is known as colostrum, a fluid with less volume and rich in immunological
compounds. This kind of milk is responsible for providing optimal nutrition for the
healthy growth and development of babies, as well as ensuring the protection and
proper development of the newborn's immune system. However, some maternal factors,
such as Gestational Diabetes Mellitus (GDM), may change the concentration of
cytokines and chemokines present in colostrum. In this context, it is important to
evaluate changes variations in the concentrations of these biomarkers in the presence of
this disease, since these variations can affect the development of the newborn's immune
system. Objective: The present study aims to evaluate whether the occurrence of GDM
changes the concentration of cytokines and chemokines present in colostrum. Methods:
Cross-sectional study, carried out with two groups of women hospitalized in the
immediate postpartum period at a reference maternity hospital in Belo Horizonte. The
groups were separated so that in one of them all the participants had a healthy
pregnancy, and the other group had GDM. Socioeconomic, health and anthropometric
data were collected through the pregnant woman's handbook and postpartum
assessment. Also in the postpartum period, an average of 2mL of colostrum was
collected in both groups for analysis of cytokine / chemokine concentration by
multiplex immunoassay. Results: 25 women were included in the study, 56% of whom
had a normal risk pregnancy and 44% GDM. The mean and standard deviation of age
between them were calculated for the usual risk and GDM groups, respectively (24.86 +
5.26) and (30.09 £ 6.25). In the DMG group, an increase in the concentration of IL-10,
IFN-y and IL-15 was observed. In a global assessment, it was noticed that the colostrum
of women with GDM has a higher concentration of inflammatory agents, as well as
anti-inflammatory agents and that there is a positive correlation between cytokines and
chemokines in this group. Conclusion: In this perspective, the data obtained in the
study supports the idea that this disease leads to immune changes in colostrum,

suggesting that there is an overall increase in cytokines and chemokines in the GDM
group.

Keywords: Pregnant women, gestational diabetes mellitus, colostrum, immune system,

and cytokines and chemokines.
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1. INTRODUCAO

Segundo Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) o leite materno (LM) é considerado
uma forma inigualavel de fornecer nutricdo ideal para o crescimento e desenvolvimento
saudaveis dos bebést. Esse fluido ndo é visto somente como fonte nutricional, mas
também como forma de adaptacdo do lactente ao ambiente extra-uterino, por esse
motivo, sabe-se que a amamentacao tem efeitos positivos a curto e longo prazo na satde
infantil que a leva a ser considerada como padrdo ouro de alimentacdo. Por esses e
outros fatores benéficos do leite materno, a OMS preconiza que as criancas devem ser
amamentadas exclusivamente durante os primeiros seis meses de vida e como

complemento da alimentagdo até os dois anos de idade?.

Além de nutrir, o leite materno também confere imunidade ao recém-nascido por ser
uma rica fonte de imunoglobulinas, lactoferrina, lisozimas, citocinas e varios outros
fatores imunoldgicos®. A presenca de citocinas e imunoglobulinas fornecem protecédo
passiva, e contribui para a imunidade da crianga no inicio da vida. Em particular, as
citocinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, interferon gama (IFN-y) e TNF-a que tem
relacdo direta com o desenvolvimento dos 6rgdos imunes secundarios*®. Entretanto, as
consequéncias funcionais de uma superexpressdo ou de uma regulacdo negativa dos

constituintes imunomoduladores do leite em neonatos sdo desconhecidas®.

Uma vez iniciada a amamentacdo um dos principais fatores que regula a producao
de leite é a demanda do recém-nascido e adicionalmente a essa demanda, evidéncias
demonstradas em modelos animais experimentais e em mulheres amamentando sugerem
que existem varios outros fatores maternos que também podem alterar a producédo e
composicdo do leite, como por exemplo, o estado nutricional da mae’. Fujimori e
colaboradores®, em seu estudo que avaliou o colostro de 68 mulheres, subdivididas
através do estado nutricional pré-gestacional em eutroficas, sobrepeso e obesidade,
concluiu que as alteracdes metabdlicas caracteristicas da obesidade podem alterar os
parametros imunolégicos do leite materno, uma vez que as mulheres obesas

apresentaram colostro com maiores concentracdes de IgA.

Durante a gravidez de risco habitual, a producdo de citocinas da gestante € realizada
principalmente por linfécitos Th2 e pelas células reguladoras, onde ocorre menor
liberacéo de IFN-y e IL-2 e maior de I1L-4, IL-10 e TGF-p, particularmente no primeiro

e segundo trimestres da gestacdo mediadas por uma complexa interacdo hormonal®.



15

Entretanto, alguns fatores maternos podem vir a alterar a composi¢do dos
biomarcadores imunologicos do colostro como a Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)
e essas alteracdes causadas no leite materno ocorrem devido as mudancgas presentes no
metabolismo da glicose no organismo dessas mulheres. A DMG é caracterizada por
uma intolerancia aos carboidratos de gravidade variavel, com inicio a partir da 202
semana de gestacdo. A prevaléncia estd crescendo devido ao aumento das taxas de
gravidez em idade avancada e ao aumento da prevaléncia de obesidade e de
sedentarismo materno. Estima-se que a doenca esta presente entre 3% a 25% das
gestacdes'®. A DMG esta associada ao nascimento de criancas grandes para a idade
gestacional e com problemas metabdlicos além de retardo na lactogénese. Suspeita-se
ainda que haja alteracdo na composicdo nutricional e dos biomarcadores do colostro e

do leite maduro®?.

Sendo assim, é importante avaliar se ocorrem alteracbes nas concentracfes das
biomoléculas presentes no leite materno em decorréncia da DMG. Portanto, o presente
trabalho tem por objetivo investigar qual o impacto da DMG na concentracdo de
citocinas e quimiocinas no colostro materno, Vvisto que esses compostos sdo
fundamentais no crescimento e desenvolvimento adequados do sistema imune dos

recém-nascidos (RN).
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producdo e caracteristicas do leite materno

A producdo e secrecdo lactea sdo processos fisiologicos decorrentes de fatores
hormonais associados ao desenvolvimento da glandula mamaria. Essa glandula € um
6rgao exocrino e pode sofrer ciclos repetidos de crescimento, diferenciacdo e regresséo,
relacionados aos processos reprodutivos das mulheres. A glandula passa por diferentes
fases de desenvolvimento que se inicia na fase embrionaria e termina com a involucao

da mama apés a lactagdo?®.

Apos a concepcdo, a gravidez é a responsavel por induzir alteragcdes na glandula
mamaria, como proliferacdo ductal e posterior desenvolvimento alveolar. No entanto, a
glandula mamaria s6 ira atingir a maturidade durante a lactacdo. Aproximadamente
durante a 20% semana de gestacdo, por acdo da progesterona, da prolactina e do
lactogénio placentério, inicia-se a diferenciacdo da mama em glandula secretora. Assim,

a mesma passa de um tecido ramificado ndo secretor, para um Orgao secretor altamente
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ativo. Consequentemente, as células alveolares aumentam a expressdo de genes
lactogénicos, o que os diferencia em células epiteliais mamarias secretoras (MECs) ou

lactdcitos e esse processo é denominado diferenciacdo secretora’:3,

Apos essa diferenciacdo, com a queda dos hormonios progesterona e estrogénio,
associada a liberacdo de prolactina apds o parto, o epitélio diferenciado ganha uma
capacidade notavel para coordenar a sintese e transporte de varios constituintes do leite
para o inicio da secrecdo do mesmo, chamada ativacdo secretéria’!®. Essa fase
conhecida como a primeira fase da lactacdo ocorre logo apds o parto e o produto inicial
da glandula é conhecido como o colostro, considerado como o primeiro leite a ser
ejetado, rico em compostos bioativos. Esse fluido torna-se disponivel para o bebé em
até aproximadamente 72 horas ap6s o0 nascimento. J& a segunda fase da lactacdo,
acontece em torno de 60 horas apds o nascimento (variacdo entre 24 a 72h), momento
em que h& uma abundéncia na secrecdo de leite materno, o que é chamado de apojadura

ou descida do leite?s.

O leite humano é considerado padrdo ouro para a alimentacdo dos recém-nascidos
até os seis meses de vida. Apds esse periodo, o Ministério da Satde (MS) recomenda o
aleitamento materno em associacdo com a complementacdo alimentar até os dois anos
de idade. Essa consideragdo se da devido ao fato de o mesmo possuir em sua
composicdo componentes nutritivos e ndo nutritivos, necessarios para promover 0
crescimento e desenvolvimento adequados do recém-nascido. Além de possuir
compostos bioativos considerados essenciais para a maturagdo e regulagdo do sistema

imunolégico imaturo do bebé’ 4,

Esse fluido passa por trés fases de mudancas conhecidos como colostro, leite de
transicdo e leite maduro. O colostro apresenta-se mais espesso e em menor quantidade,
aproximadamente 30 ml nas primeiras 24 horas de vida, é considerado como a “primeira
vacina” do bebé e contém grandes quantidades de Imunoglobulina A secretora (IgA),
leucocitos, lactoferrina, além de fatores de crescimento epidérmico e
citocinas/quimiocinas. A concentracdo de lactose, 0 componente mais osmoticamente
ativo do leite materno, é baixa no colostro, o que justifica o baixo volume de colostro
secretado, e também indica que a funcdo primaria desse fluido é imunoldgica e ndo

nutricional”13.
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Ja o leite de transicdo perdura durante 7 a 14 dias apds o nascimento, periodo
caracterizado pela producdo acelerada da glandula mamaria e diminuicdo nas
concentracdes de imunoglobulina e proteina total. Em contrapartida, hd um aumento na
concentracdo de lactose, gordura e energia total. Esse leite ja apresenta a funcao de
nutrir o recém-nascido e atende as necessidades nutricionais do mesmo, acarretando

recuperacdo do peso de nascimento?s,

Apo6s o0 15° dia ap6s o parto, o leite torna-se maduro e ira garantir a nutricdo
adequada ao recém-nascido até o sexto més de vida. J& nessa fase ndo ha muitas
mudancas na composicdo do mesmo, 0 que ocorre é uma reducdo no contedo proteico
e uma altera¢do na composicao que ira ocorrer durante a lactagdo. O leite de cada mae
apresenta uma composicao diferente e podera sofrer alteracdes de acordo com a fase da
lactacdo, a dieta materna, idade gestacional de nascimento do recém-nascido, presenca

de algumas doencas e estado nutricional materno?2,

Dentre os fatores que alteram a composi¢do do leite materno, iremos destacar a
presenca da doenca Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), uma vez que as evidéncias
recentes sugerem que a doenga é caracterizada ndo apenas pelo aumento da resisténcia a
insulina e intolerancia a glicose, mas também por um estado de inflamacéo sistémica de
baixo grau e desrregulagdo do sistema imune, induzindo um desequilibrio entre as
células Thl e Th2 favorecendo uma resposta imune pré-inflamatéria. Sifnaios e seus
colaboradores'® confirmaram o exposto apés avaliarem o sangue de mulheres com
DMG no 3° trimestre de gestacdo e observarem que esse grupo de mulheres apresentou
um perfil de células T significativamente diferente em comparacdo com mulheres
gravidas saudaveis, com maior propor¢do de Th2, Th17 e Treg. Entretanto, na literatura
encontram-se escassos 0s estudos sobre o perfil das citocinas no colostro de mées que

apresentaram a DMG durante a gestacao.
2.2 Composigao imune do colostro

O colostro é o primeiro leite a ser ejetado da mama e perdura até
aproximadamente o 7° dia de vida do bebé, caracterizado também por ser o0 mais potente
estimulador imunoldgico natural'®. Dentre as funcdes do colostro, podemos destacar
como as principais o fornecimento de componentes nutricionais essenciais,
fortalecimento do sistema de defesa natural, modulacao da resposta imune, equilibrio da

microbiota intestinal, o crescimento e a reparacédo de diversos tecidos do corpo®’8,
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Funcionalmente, é possivel distinguir os componentes nutricionais e os bioativos
presentes no leite. Em sua composicdo imune podemos citar as proteinas do
complemento, hormonios, células imunocompetentes, fatores de crescimento, além de
citocinas e quimiocinas que parecem desempenhar um papel na modulagdo e no
desenvolvimento do sistema imune®. Encontram-se também presentes no colostro
bactérias comensais e benéficas para o recem-nascido, e descobriu-se também a

presenca de células-tronco nesse fluido®®.

Entretanto, destaca a concentragdo das citocinas e quimiocinas presentes no
colostro que sdo substancias normalmente derivadas de células epiteliais da glandula
mamaria ou de células imunes presentes nesse fluido. Além disso, elas podem ser
divididas em aquelas que promovem a inflamagdo ou protegem contra infecgdes e
aquelas que diminuem a inflamag&o?%2L, Esses compostos imunes presentes no colostro
em grande quantidade sdo responsaveis por fornecer imunidade passiva e manutencgao

da funcéo de barreira ao trato gastrointestinal do recém-nascido®.

Os biomarcadores derivados do leite materno passam pelo trato gastrointestinal
do recém-nascido, resistindo a proteolise de forma ainda desconhecida e chegam até o
intestino onde interagem com seus respectivos receptores, sdo absorvidos e entram na
circulagdo do bebé. Acredita-se que as citocinas presentes no colostro desempenham um
papel fundamental na imunomodulagdo e na promocao da producdo de IgA, mediando
as respostas imunes através do crescimento e diferenciacdo de linfécitos B e
estimulando o desenvolvimento da toleréncia intestinal. No entanto, o impacto desses
fatores imunologicos no crescimento e na composi¢do corporal do bebé na primeira

infancia é pouco documentado?3.
2.3 Participacdo do leite materno na maturacdo do sistema imune neonatal

E através da placenta que ocorrem as primeiras transferéncias de anticorpos
maternos para o feto, que contribuem para a defesa precoce contra microrganismos
patogénicos em neonatos. No entanto, essa protecdo passiva tem vida curta e se
deteriora quando a crianca atinge os seis meses de idade®*, pois nessa fase, o sistema
imune da crianga j& se encontra formado. No nascimento ocorrem muitos eventos
importantes, uma vez que o feto é retirado instantaneamente de um ambiente intra-
uterino protegido e quase estéril para 0 mundo externo carregado de microrganismos,

tornando assim o recém-nascido altamente suscetivel a infecges®®26. O sistema imune
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do recém-nascido se desenvolve rapidamente durante os primeiros trés meses de vida e

varios fatores irdo interferir nesse processo de desenvolvimento®+?’,

O desenvolvimento do sistema imune do neonato inicia-se ainda no estagio
embrionario. O figado fetal gera as primeiras células linfoides e mieldides,
posteriormente 0s progenitores de células troncos hematopoiéticas surgem na medula
Ossea e dao origem aos linfocitos e mondcitos, e as células polimorfonucleares,
neutrofilos, eosinofilos e mastocitos. Na propria medula algumas interleucinas sdo
capazes de induzir a formagdo de um grupo de células que vao migrar para a periferia,
dentre elas se destacam os linfécitos B, T e outros leucécitos. Os linfécitos B ao
migrarem para periferia jA& saem imunologicamente competentes para secrecdo de
anticorpos e ndo precisam passar por nenhum outro 6rgdo para que tenha sua funcédo

plena no sistema imune?*28,

O grupo de linfocitos T, necessita sofrer diferenciagdo. Aproximadamente na sétima
semana de gestacdo eles sdo identificados no figado, mas ainda ndo expressam seus
receptores. Apds a setima semana da gestagao eles expressam os receptores CD34, que
auxilia na migracdo para o timo e se diferenciam em subpopulacdes de células ja
maduras expressando receptores de células T (TCR), CD4 ou CD8*%. O
desenvolvimento e a maturacédo dos linfocitos sdo altamente regulados por varios fatores
incluindo citocinas, células do estroma, fatores de transcricdo e componentes da matriz

extracelular?.

ApOs 0 nascimento, o sistema imune inato € o mais ativo no recém-nascido, e ¢é
caracterizado como um sistema conservado evolutivamente entre espécies e que fornece
a primeira linha de defesa contra infec¢Bes. No entanto, nos primeiros meses de vida
ainda se encontra imaturo, acarretando assim em maior risco de infeccbes?®. As
deficiéncias imunoldgicas ao nascer incluem barreiras fisicas e quimicas incompletas,
funcdo celular efetiva inata insuficiente, producdo limitada e atrasada de
imunoglobulina A (IgA), funcdo incompleta em cascata do complemento e mecanismos

anti-inflamatorios insuficientes dos tratos respiratério e gastrointestinal®°.

Dentre os principais componentes da resposta imune inata encontram-se as células
epiteliais, o sistema do complemento, os fagocitos e as células Natural Killer (NK). Ja
os receptores Toll-Like (TLR) também sdo considerados fatores importantes desta

resposta, a qual inclui, ainda, 0 muco presente nas vias aéreas que previne o recém-
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nascido da desidratacdo e de patdgenos, sendo que sua secrec¢ao se inicia na 132 semana

de gestagdo®™.

O desenvolvimento do sistema imune na crianca inclui o amadurecimento da
resposta imune inata que ird reconhecer os antigenos de forma rapida, sem desenvolver
memoria imunoldgica. A inducdo da resposta antigeno-especifica e memoria
imunoldgica aos antigenos ndo-préprios ocorrem paralelo ao desenvolvimento e a
manutencdo da tolerdncia aos antigenos proprios, a microbiota e aos antigenos

alimentares31:32,

O sistema imune intestinal do neonatal é constantemente modulado pelo colostro e
pelo leite materno, que promovem o desenvolvimento da resposta imune. O mesmo é
considerado como essencial para defesa e manutencdo da integridade do organismo e
tem como a principal funcdo garantir a protecdo contra agentes infecciosos e
parasitarios antes da maturagdo do sistema imune do neonato. Além disso, ird atuar no
desenvolvimento correto do sistema imune da crianga, no controle do desenvolvimento
de neoplasias malignas, no processo de tolerancia imunoldgica e na homeostase de
tecidos e 6rgdos®'23, Devido a imaturidade do sistema imune do recém-nascido torna-se
fundamental o papel do colostro, fluido rico em imunoglobulinas e compostos bioativos
para garantir a primeira protecdo da crianca e o desenvolvimento do seu sistema imune

de maneira correta.

O desenvolvimento saudavel da microbiota intestinal do recém-nascido também esta
relacionado a maturacdo do sistema imune. Isso depende também do aporte de leite
materno que ele recebe. A microbiota do leite humano ¢ modulada por diferentes fatores
maternos, € a microbiota do recém-nascido depende da materna. Ambas desempenham
um papel fundamental na maturacdo da barreira intestinal e do sistema imune do recém-
nascido. O leite materno exibe um perfil saudavel de bactérias que irdo favorecer a
maturagdo da mucosa intestinal o do sistema imune a ela associado, principalmente no
que se refere ao desenvolvimento de células B para produ¢do de IgA na mucosa. Além
disso, as bactérias presentes no leite materno contribuem para homeostase intestinal,

prevenindo infecgdes € doengas inflamatorias®.

Os oligossacarideos presentes no leite humano (HMOs) sdo estruturas de
carboidratos a base de lactose, presentes em maior quantidade no colostro se comparado

ao leite maduro, e sdo capazes de exacerbarem as funcdes das células dendriticas que
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desempenham um papel fundamental na regulagdo e desenvolvimento do sistema imune
imaturo em neonatos por meio da diferenciacdo de células T em células reguladoras
funcionais®*. Sendo assim, observa-se o papel fundamental do leite materno para o

desenvolvimento do sistema imune neonatal.

2.4 Regulacdo da captacéo de glicose na gestacdo e Diabetes Mellitus Gestacional

No inicio da gravidez ha uma reducéo na glicemia de jejum que se perdura durante
toda a gestacdo. Além disso, a sensibilidade a insulina também diminui com o avango
da gestacdo para atingir ao final da gestacdo (34-36 semanas) 50-60% do estado pré-
gravidico. Esse fato se da devido a maior afinidade a glicose presente nas células
placentarias. Dessa forma, hd a ocorréncia de resisténcia a insulina, as concentracoes
desse hormbnio em jejum aumentam e essas mudancas na sensibilidade estdo
inversamente relacionadas as alteracGes na massa gorda corporal materna que ocorre
durante esse periodo®. Diante do exposto, na gestacdo de risco habitual ocorre um
aumento da secrecdo de insulina em decorréncia desse aumento na resisténcia a insulina

nas células maternas.

Essas alteracbes no metabolismo materno que ocorrem durante a gestagdo Sao
mediadas por hormonios placentarios como o lactogénio placentario humano (hPL), a
progesterona e 0 estrogénio. Além disso, mudancas nos fatores inflamatorios
circulantes, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), também podem estar
envolvidas na resisténcia a insulina associada a gravidez. Kirwane colaboradores®®
relataram que o nivel de TNF-o placentario ¢ um fator determinante da resisténcia a

insulina durante a gravidez, independentemente das alteracdes de peso corporal .

Sendo assim, a falta de aumento na secre¢do de insulina e fatores inflamatorios
de baixa intensidade ddo origem a DMG. Essa é uma doenca metabdlica considerada
como a principal comorbidade durante o periodo gestacional, a mesma caracteriza-se
por uma intolerancia a carboidratos resultando em hiperglicemia de gravidade variavel
que se inicia durante a gestacao atual e ndo preenche os critérios para diagndstico dos
outros tipos da doenca®”®, A incidéncia tem aumentado em associacdo com aumento
nos indices de obesidade mundial e aparecimento de diabetes do tipo II. Mundialmente,

estima-se que entre 3 a 25% das gestacdes a doenca encontra-se presente3,

A idade materna avancada, o sobrepeso ou obesidade, ganho de peso excessivo

durante a gestacdo, historico de diabetes familiar, hipertensdo ou pré-eclampsia,
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diabetes gestacional em gestacdes anteriores, sindrome de ovarios policisticos, baixa
estatura e hemoglobina glicada maior ou igual a 5,9% no primeiro trimestre da gestacao,
sdo considerados como fatores de risco para o desenvolvimento da mesma3®:3°.

Os métodos de diagndstico da doenca ainda sdo bem variados, no Brasil durante
o0 pré-natal, ja na primeira consulta o0 médico devera solicitar a glicemia de jejum e em
casos que o valor da glicemia for >126mg/dL o diagnostico a ser feito é de DM prévia a
gestacdo, entretanto, se o valor apresentado for >92mg/dL e <126mg/dL deve-Se
diagnosticar como DMG, mas em todos os casos citados deve-se confirmar o resultado
com um segundo exame a ser realizado. Essa investigacdo de DMG deve ser realizada
em todas as gestantes, independente se a mesma apresentar ou ndo fator que podera
predispor a doenca. Entretanto devido a falta de estudos relacionados a DMG no inicio
da gestacdo, mulheres que apresentarem o diagnostico para tal podem ser reavaliadas no

segundo trimestre da gestacdo®.

De acordo com Baz e colaboradores®, durante a gestacdo saudavel ha reducdo
gradativa da sensibilidade a insulina ao longo da gestacdo. Essa sensibilidade esta
relacionada a fatores placentarios e a producdo dos horménios estrégeno e progesterona.
A DMG ira ocorrer se as cé€lulas f pancredticas apresentarem incapacidade em suprir as
demandas aumentadas de insulina durante esse periodo que logo ap0s a gestagao retorna
ao normal. Na gestacdo de risco habitual ocorre um aumento na secrecdo de insulina

que sera responsavel por manter a homeostase da glicose.

Alguns estudos sugerem que a presenca da DMG é caracterizada por um aumento da
resisténcia a insulina e intolerancia periférica a glicose, o que acarreta em modificacfes
na resposta imune, ou seja, um desequilibrio das citocinas e quimiocinas produzidas
pelo organismo da mulher favorecendo uma resposta inflamatéria. H4 um aumento na
producdo de citocinas inflamatérias o que caracteriza como um processo inflamatorio
causado pela doenca!®4%4l, Em especial 0 TNF-o e a interleucina 6 (IL-6) estdo
inversamente relacionados com a sensibilidade a insulina determinada pela doenca.
Outras citocinas também foram encontradas em maiores propor¢fes se comparada a

gestacdo de risco habitual com a gestacdo na presenca de DMG.

Em mulheres com DMG h& aumento de células TCD4+ e de células Thl7 em
comparagdo com mulheres de mesma idade e IMC, sem a doenca*. Esses achados

corroboram os de Sifnaios e colaboradores®®, que encontraram uma proporcéo de células
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TCD3+, TCD4+ e IL-17 (resposta Thl7) significativamente maior no sangue de

mulheres que apresentaram DMG em compara¢do com o grupo sem a doenca.

Dentre os fatores adversos causados pela doenga podemos citar maleficios tanto
para a mde quanto para o bebé Durante a gestacdo a mae com DMG terd maior
possibilidade de desenvolver pré-eclampsia, parto prematuro e cesariana. Apos a
gestacdo, ha risco maior de desenvolver diabetes mellitus tipo Il e doencas
cardiovasculares. Ja para o recém-nascido, os maléficos estdo na macrossomia,
sindrome do desconforto respiratério e desenvolvimento de obesidade. Além disso,
durante a infancia e adolescéncia ha uma predisposicdo maior em desenvolver sindrome

metabdlica e DM tipo 11434445,

Outra consequéncia da DMG sdo as possiveis alteracGes nos compostos imunes
presentes no leite que podem ocorrer na presenca da doenca. Franca e colaboradores?’
ao avaliar o sangue e colostro de mulheres com DMG, descobriram que o colostro de
méaes diabéticas apresentou niveis mais baixos de IgA e IgG, ou seja, 0s niveis de
anticorpos dessas mulheres apresentam-se reduzidos ao comparar com mulheres sem a
doenca. Diante disso, pode-se concluir que a hiperglicemia causada pela patologia altera
a producgdo de anticorpos e que a reducdo na produgdo dessas proteinas pode estar
relacionada as alteragdes no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, bem

como em VArios sistemas organicos, causadas pelo estado hiperglicémico da gestante.

No entanto, ainda ndo foram bem descritas como essas alteracdes podem prejudicar
o0 sistema imune do recém-nascido. O que se sabe é que o controle glicémico adequado
durante a gestacdo e a durabilidade do aleitamento materno sé&o fundamentais para

garantir a protecdo dos recém-nascidos contra patégenos externos?®.
3. JUSTIFICATIVA

Mesmo ja tendo sido descritas algumas consequéncias do DMG, ainda ndo esta
claro como essa doenca altera o perfil de citocinas e quimiocinas presentes no leite
materno, e se essas modificacbes podem comprometer a salde da crianga. Sendo
assim, € importante o desenvolvimento de estudos para esclarecer as lacunas que
ainda existem sobre a doenca e um possivel impacto no desenvolvimento da

resposta imune futura do recém-nascido e trabalhar em ac¢des que a previnam.
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Assim, no presente trabalho estudou-se o perfil de citocinas presentes no
colostro de puérperas que apresentaram DMG em comparagdo com aquelas com

risco habitual durante a gestacéo.

Na literatura poucos trabalhos estudam os compostos bioativos do colostro
materno em maes diabéticas e mées saudaveis. Por esse motivo, torna-se relevante a
pesquisa uma vez que a mesma podera identificar alguns riscos para o recém-

nascido de uma mae diabética se comparado aos de uma méde saudavel.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar se a ocorréncia de DMG modifica a concentracdo de citocinas e

quimiocinas no colostro.
4.2 Obijetivos especificos

- Avaliar o estado nutricional das puérperas no periodo pré-gestacional, pos-

parto e o ganho de peso durante a gestacao;

- Verificar a concentracdo de citocinas e quimiocinas presentes no colostro

materno de mulheres com DMG;

- ldentificar se o possivel aumento de citocinas e quimiocinas inflamatorias

presentes no colostro de mulheres com DMG;

- Verificar uma possivel correlacdo entre as citocinas e quimiocinas avaliadas

com o estado nutricional da mae.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Local do estudo

O estudo foi desenvolvido a partir da coleta de dados realizada na Maternidade
publica do Hospital Risoleta Tolentino Neves situado em Belo Horizonte, Minas Gerais.
Inaugurada em 30 de julho de 2007, que funciona desde o inicio com os principios de
uma assisténcia humanizada em que se valoriza o trabalho em equipe e em ambiente

que proporciona a mulher um atendimento diferenciado e com total seguranca.

O objetivo principal da instituicdo € proporcionar um ambiente confortavel em que a
mulher e a familia permanecam juntas durante todo o trabalho de parto, preservando a
privacidade e as condi¢des de seguranca para a gestante e o recém-nascido. Os servigos
da maternidade em questdo estdo estruturados pelo acolhimento da gestante realizado
em dois consultérios médicos; centro de parto com dois leitos individualizados; centro
obstétrico com duas salas totalmente equipadas; alojamento conjunto com capacidade
para 26 leitos; unidade de cuidados neonatais composta por cinco leitos e espaco de
convivéncia para os usuarios. Com esta estrutura o servigo realiza em média 250
partos/més, sendo referéncia para as gestantes do Distrito sanitdrio de Venda Nova

(Belo Horizonte) e regido de saude de Vespasiano.

A equipe multidisciplinar trabalha com foco em iniciativas voltadas para os
principios da humanizacgéo do parto e nascimento, que trazem importantes ganhos para a
salide da mde e do bebé. Existe por parte da equipe um incentivo ao parto normal
(através da verticalizacdo do parto), utilizacdo de métodos ndo farmacoldgicos de alivio
da dor (banho de chuveiro, caminhadas, massagens, uso de bola, entre outros), estimulo
ao contato pele a pele logo ap6s o nascimento, amamentacdo na primeira hora de vida,
direito a um acompanhante em tempo integral, assisténcia de doulas comunitérias e

voluntarias, além da alta segura para continuidade do cuidado na Atencdo Primaria.

O servigo opera sob a gestdo do governo de Minas Gerais e Prefeitura de Belo
Horizonte, com parceria a Universidade Federal de Minas Gerais e Fundacdo de
Desenvolvimento da Pesquisa, possibilitando a vivéncia da comunidade académica por
meio de colaboragdo com atividades como pesquisas e estagios, incluindo a Nutricdo.
Assim, o local em questdo proporciona, além do respeito a fisiologia do parto, o
protagonismo da mulher neste momento, seus sentimentos e acolhimento a familia,

contribuicdo a formacdo de profissionais e producdo do conhecimento na area da saude.
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5.2 Delineamento da amostra

O estudo possui carater transversal e a amostragem foi determinada através do
método de amostragem por conveniéncia. O projeto encontra-se aprovado pelo comité
de ética do Hospital Risoleta Tolentino Neves (Anexo 1). O presente estudo foi
apresentado inicialmente as mulheres e a participacdo das mesmas aconteceu de forma
voluntaria, podendo se retirar do projeto em qualquer momento da entrevista ou da
coleta do colostro materno. As participantes receberam e assinaram em duas vias um
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2), sendo uma cépia para elas e uma
para equipe do projeto. Nesse termo consta telefone e e-mail para contato com equipe

de pesquisa caso fosse necessario apds a coleta.

A amostra foi subdividida em dois grupos 1) Puérperas que apresentaram gestacdo
de risco habitual e eutrdficas; 2) Puérperas que foram diagnosticadas com diabetes
melittus gestacional (DMG) durante a gravidez de acordo com as informagdes

registradas em prontudrio e no cartdo da gestante, conforme tabela abaixo:

Tabela 1 — Composicdo da amostra estratificada por grupos.

Grupos NuUmero da amostra - n
Risco habitual 14
DMG 11
Total 25

As variaveis avaliadas no estudo foram: estado nutricional materno pré-gestacional e
pos-parto, através do peso, altura e calculo do IMC, ganho de peso durante a gestacdo e
concentragdo de citocinas e quimiocinas do colostro. Os critérios de inclusdo dos grupos
foram mulheres internadas no pds-parto imediato (24 a 72 horas), idade acima de 18
anos, bebés em gestacdo a termo, gestacBes Unicas, mulheres sem a doenga e 0 outro
grupo de mulheres que apresentaram apenas a Diabetes mellitus gestacional e ndo os

outros tipos da doenca.

Os critérios de exclusdo da amostra foram puérperas menores de 18 anos, mulheres
que apresentaram doencas infecciosas durante a gestacdo ou outros tipos de diabetes
melittus, uso de antibioticos na gestacdo, idade gestacional no parto inferior a 36
semanas, gestacdes gemelares e também aquelas que apresentaram auséncia de pelo

menos 2mL de colostro na ordenha.
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5.3 Dados coletados

Na figura 1 se encontra o fluxograma da coleta de dados realizada. Todas as
mulheres que participaram da pesquisa foram convidadas e todos 0s equipamentos
utilizados na avaliacdo antropométrica e coleta do colostro pertenciam a Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

Visita da Nutricionista a
Maternidade

Y

Selecao das participantes (critérios de
inclusao e exclusao) via prontuario médico

Y

Visita ao leito da puérpera
p P Descartada

e convite para ™| dabesaiisa
participacao da pesquisa Peod

SIM

Y

Orientacdes
massagem e
ordenha do
colostro

H

Preenchimento do questionario e
avaliacao antropométrica.

Figura 1: Fluxograma da coleta de dados.
5.3.1 Dados antropométricos

Os dados antropométricos foram coletados com objetivo de avaliar o estado
nutricional das participantes antes e apds a gestacdo. Os dados pré-gestacionais foram
analisados por meio de anotacdes presentes nas cadernetas da gestante como o peso pré-
gestacional, altura, altimo peso antes do parto e indice de massa corporal - IMC pré-
gestacional. Consequentemente, o ganho de peso durante a gestacdo foi classificado

conforme preconizado pelo Institute of Medicine, conforme tabela abaixo.
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Tabela 2 — Ganho de peso adequado durante a gestacéo.

Estado nutricional ~ Ganho de peso (kg)  Ganho de peso (kg)  Ganho de peso (kg)

inicial (IMC) total no 1° trimestre  semanal r_nédio no 2° total na gestagédo
e 3° trimestres
Baixo Peso (BP) 2,3 0,5 125-18,0
Adequado (A) 1,6 04 11,5-16,0
Sobrepeso (S) 0,9 0,3 70-115
Obesidade (O) - 0,3 7.0

Fonte: INSTITUTE OF MEDICINE. Nutrition during pregnancy. Washington DC. National
Academy Press, 1990. WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO. Physical Status: the use and
interpretation of anthropometry. WHO Technical Report Series n. 854. Geneva: WHO, 199547.

Ja os dados do periodo pds-parto como o peso e altura foram aferidos com a ajuda
de um antropbmetro vertical e de uma balanca da marca Marte LC200-0OS, com
capacidade maxima de 200 kg no momento da entrevista. Apos afericdo das medidas, o
IMC foi calculado através da razdo entre o peso e o quadrado da altura, sendo 0 mesmo
classificado conforme a classificacdo de IMC de adultos preconizada pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) conforme a Tabela 3.

Tabela 3 — Classificacdo de IMC adultos.

IMC (kg/n?) Classificacédo
<185 Baixo peso
>18,5e<24,9 Eutrofia
>25e<29,9 Sobrepeso
> 30 Obesidade

5.3.2 Dados sociodemograéficos

Através do questionario aplicado (Anexo 3) foram coletadas informacGes
referentes a idade da mulher,escolaridade, estado civil, renda familiar mensal e nimero
de moradores na residéncia. Os valores de renda per capita foram calculados com base

no salario-minimo de R$948,00, referente ao salario do Brasil no ano de 2019.



29

5.3.3 Dados referentes ao estado de saude

Coletou-se também dados referentes ao estado de salude materna, quantidade de
consultas realizadas durante o pré-natal, pratica de atividade fisica, intercorréncias de
salde (presenca ou ndo de DMG), utilizacdo de medicamentos e suplementos durante a
gestacao, tipo de parto, idade gestacional no nascimento, além de peso de nascimento do
bebé.

5.3.4 Dados referentes a DMG

Os dados referentes a presenca ou ndo de DMG foram coletados através de
diagndstico médico descriminado no prontuario das puérperas. No Manual de Gestagdo
de Alto Risco elaborado pelo Ministério da Saude*® para diagnoéstico da doenca
recomenda-se 0 uso de fatores clinicos de risco para DMG, associados a uma glicemia
de jejum no inicio da gravidez (antes de 20 semanas ou tdo logo seja possivel), para o
rastreamento de DMG. Na presenca de glicemia de jejum de 85mg/dL a 125 mg/dL ou
de qualquer fator de risco clinico as gestantes deveriam realizar o TOTG com 75¢g de
glicose. O diagndstico de DMG seria estabelecido diante de pelo menos dois valores
maiores ou iguais a 95 mg/dL (jejum), 180 mg/dL (12 hora) e 155 mg/dL (22 hora).
Mulheres que apresentassem duas glicemias de jejum > 126mg/dL também receberiam
o diagnostico de DMG confirmado, sem necessidade de realizar o teste de sobrecarga de
glicose. Caso fosse observado apenas um valor anormal no TOTG com 75 gramas, 0

teste deveria ser repetido com 34 semanas®.

Coletaram-se também informacgfes referentes ao tipo de tratamento realizado
durante o periodo de gestacdo com objetivo de controle glicémico. Os dados foram
extraidos da caderneta da gestante e por esse motivo ndo foi possivel realizar o
acompanhamento das glicemias durante a gestacdo, dessas mulheres, apenas 3
realizaram o tratamento da doenca com insulina enquanto o restante realizou o

tratamento com dieta.
5.4 Analise da composic¢ao de citocinas e quimiocinas do colostro

Apos o preenchimento do questionario as participantes foram orientadas quanto a
forma correta de realizagdo da massagem da mama e da ordenha manual do leite
materno, em seguida, com auxilio da aluna de mestrado ordenhou-se o colostro de uma

das mamas. As amostras obtidas possuiam volume minimo de 2mL que foram
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aliquotadas em tubos cénicos do tipo Falcon de 15ml e identificadas com o nimero da
participante de acordo com numero do questionario, data da coleta e em seguida

armazenada sob refrigeracdo em caixa térmica.

Etapa 1: Centrifugacéo e armazenamento do sobrenadante

Logo apos a coleta, as amostras foram levadas para o laboratério de Imunobiologia
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), local onde foram processadas. A
etapa inicial do processamento foi a centrifugacdo em velocidade de 500G por 10
minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. Apdés o procedimento, as amostras
apresentavam claramente a divisdo em trés fases, o conteiido creme (gordura) na parte
superior foi desprezado, o sobrenadante retirado, aliquotado em tudo cénico de 1,5mL e
armazenado em freezer -80°C para realizacdo das proximas etapas de analises e na
terceira fase restou o contetdo celular que foi realizado a quantificacdo do nimero de

total de células presentes nas amostras para estudos posteriores
Etapa 2: Medida da concentracéo de citocinas e quimiocinas - Luminex

A tecnologia de imunoensaio Luminex permite a quantificacdo simultanea de até
100 proteinas presentes no soro, plasma, sobrenadante de cultura de tecidos, lisado
celular ou leite materno, como no caso deste estudo. Utilizou-se o kit da Bio-
RadLaboratories (Bio-Plex® Pro Human Cytokine Standard) para a deteccdo e
quantificacdo de citocinas e quimiocinas no colostro. Esse kit permite medir varios
compostos bioativos simultaneamente através de um imunoensaio a base de esferas
magnéticas cobertas por anticorpos especificos conjugados com fluorocromos.
Posteriormente foi realizada a leitura de fluorescéncia no equipamento Luminex
(BioPlex 200, Bio-Rad), seguindo o protocolo padronizado pela Dra. Andrea Teixeira
Carvalho do Laboratério de Biomarcadores do Instituto de Pesquisas René Rachou,
FIOCRUZ, Minas Gerais.

Foram descongeladas 25 amostras de colostro em banho-maria a 37°C e depois
homogeneizadas em vértex por 5 segundos. Devido a presenca de debris na amostra
apos o descongelamento, foi necessario filtragem para evitar que particulas
influenciassem na detecgdo e quantificacdo de citocinas no fluido. Depois, as amostras
foram novamente homogeneizadas em vortex por 5 segundos e centrifugadas a
14.000xg, por 5 minutos em temperatura ambiente. Foram adicionados 50ulL das

amostras na placa para ensaio Luminex contendo 50uL do pool de esferas, lavadas duas
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vezes com 100uL de tampao de lavagem e incubadas overnight a 4°C sob agitacdo. No
dia seguinte, foram adicionados 25ulL do anticorpo de detec¢do em cada pogo e as
amostras foram incubadas por 30 minutos sob agitacdo, em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. As amostras foram lavadas com 100uL de tampdo de lavagem. Em
seguida, foram adicionados 50ul. do conjugado (Estreptavidina) em cada pogo e as
amostras foram novamente incubadas por 30 minutos sob agitacdo em temperatura
ambiente ¢ ao abrigo da luz. Foram novamente lavadas com 100uL de tampao de
lavagem, ressuspendidas com 125uL de tampao do ensaio e homogeneizadas por 10
minutos. Por fim, as amostras foram adquiridas no equipamento Bio-Plex 200 (Bio-

Rad) utilizando-se o software Luminexx PONENT versédo 3.1.

Na sequéncia, os dados foram analisados usando o software Bioplex™ (Bio-Rad). O
painel de citocinas/quimiocinas detectadas pelo Kit consistiu de: eotaxin, IL-1ra, IL-1,
IL-2, IL-4, II-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IP-10, MCP-1,
MIP-1a, MIP-1B, RANTES, TNF-a, IFN-y. As concentracbes das citocinas e
quimiocinas foram calculadas de acordo com a curva padrdo para cada uma
individualmente. Aquelas amostras que tiveram leitura abaixo no nivel de detecc¢do o
valor O foi usado na analise e o nivel de deteccdo das citocinas e quimiocinas variou

para composto.
5.5 Andlise estatistica

Os dados do questionario aplicado foram tabulados com ajuda do programa Excel
2007 e ap6s foram realizadas analises descritivas uni e multivariadas com auxilio do
programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 19.0 e também do
programa Minitab versdo 17. Com auxilio do Minitab foi realizado o teste Kolmogorov-
Smirnov com objetivo de avaliar a normalidade ou ndo das variaveis, tendéncia central

(médias e medianas) e de dispersdo (desvio-padrdo, valores minimo e maximo).

Consequentemente foram aplicados os testes de correlacdo de Qui-quadrado para
estimativa de associacdo entre duas variaveis qualitativas, Test T de Student para
comparar duas médias independentes e Mann Whitney para comparar duas medianas
independentes. Em seguida foi aplicada a correcdo de Bonferroni, com objetivo de
identificar a significancia estatistica em algumas variaveis. Foram classificados como
resultados estatisticamente significativos aqueles que apresentassem p<0,05 para todos

os testes realizados.
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Né&o foi possivel realizar analise de regressao dos dados devido ao pequeno nimero
amostral, apds tentativas, pode-se perceber que o modelo de regressdo ficaria com

valores fracos para explicar o desfecho.

5.5.1 Gréficos em radar

Os graficos em radar foram realizados para identificar a frequéncia de amostras
consideradas baixas (< mediana global) e altas (> mediana global) dos niveis de
citocinas e quimiocinas. Utilizou-se a mediana global de cada componente como ponto
de corte. Através dessa analise destaca-se o equilibrio global das citocinas e
quimiocinas. Cada eixo dos graficos representa a porcentagem (%) de voluntarias que
possuem alta frequéncia de citocinas e quimiocinas no colostro. Os valores de cada eixo
podem ser conectados para formar uma area poligonal central que representa o
equilibrio global pré-inflamatério versus anti-inflamatério, com um circulo central
representando 50% da frequéncia. O aumento ou diminuigdo da area poligonal central
reflete uma contribuicdo maior ou menor do perfil pré-inflamatorio versus anti-
inflamatério. Essa estratégia de analise foi baseada no trabalho de Nunes e

colaboradores®.

5.5.2 Analise de correlacdo por bioinformatica

Os graficos de correlacdo de Spearman foram utilizados para avaliar a associacdo
entre as citocinas e as variaveis numéricas e estimar a forca dessa relacdo®. Em dados
correlacionados, a mudanca na magnitude de uma citocina estd associada a uma
mudanc¢a na magnitude de outra variavel, seja na mesma direcdo (correlacdo positiva)
ou na direcdo oposta (correlacdo negativa). Os coeficientes de correlacdo variam de -1 a
+1, no qual o 0 indica que ndo ha associacdo, enquanto a correlacdo fica mais positiva
conforme se aproxima de +1 e mais negativa conforme se aproxima de -1. N&o foi feito
um intervalo de confianca para conclusdo definitiva sobre a forca da relacdo entre as
variaveis. Por isso, avaliou-se para o presente estudo, apenas uma correlacdo de acordo

com a intensidade das cores.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristica da amostra

A amostra foi composta por 25 mulheres que demonstraram interesse em
participar do projeto e preencheram todos os critérios de inclusdo. Essas participantes
foram devidamente divididas em dois grupos sendo um grupo de mulheres que
apresentou risco habitual (56%) e um grupo que apresentou diabetes gestacional (44%)
durante a gestagdo. A idade foi uma variavel ndo categorizada e a menor delas foi uma
participante de 18 anos, a média e desvio padrdo dessa variavel foi calculada para o
grupo risco habitual e DMG respectivamente (24,86+5,26) e (30,09+6,25), conforme
descrito na Tabela 4.

A renda per capita foi calculada com base no salario-minimo real do Brasil
referente ao ano de 2019, ou seja, R$948,00 e categorizada em menor que 1 salario e
maior ou igual a 1 salario. Da amostra analisada, 6 mulheres ndo souberam quantificar a
renda mensal familiar e por esse motivo ndo foi possivel calcular a renda per capita.
Dentre as que relataram a renda mensal, foi possivel verificar que 68,4% delas possuiam
renda inferior a 1 salario e a maioria delas (64,3%) pertencia ao grupo de risco habitual.

Na mesma Tabela 4 também é descrito a escolaridade das participantes que foi
categorizada em ensino fundamental (incompleto ou completo), ensino médio
(incompleto ou completo) e ensino superior (incompleto ou completo). Nenhuma dessas
mulheres se declarou analfabeta, 12% declararam ter iniciado o ensino o fundamental,
56% o ensino médio e 24% o ensino superior. Ja a variavel estado civil foi categorizada
em casada/unido estavel e solteira/divorciada, nenhuma das participantes declarou ser
vilva e 60% delas declaram ser solteira/divorciada, enquanto 40% declarou
casada/unido estavel.

Também na Tabela 4 encontra-se descrito as varidaveis de saude que foram
analisadas, 56% das participantes ndo praticaram atividade fisica durante a gestacdo e
44% praticaram, e dentre as que apresentaram DMG a maioria (63,6%) relatou nao
praticar, enquanto no grupo de risco habitual metade (50%) praticou. As participantes
foram questionadas também quanto ao uso de medicamentos e suplementos durante a
gestacdo e 52% fizeram o uso de algum medicamento e suplemento no periodo
gestacional.

Em relacdo ao estado nutricional pré-gestacional todas as participantes do grupo

risco habitual apresentavam IMC de eutrofia enquanto 54,5% das mulheres com DMG
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apresentavam obesidade, 36,4% sobrepeso e apenas 9,1% eutrofia. Dentre as
participantes, 36% apresentaram ganho de peso inadequado, 40% adequado e 24%
excessivo durante a gestacdo. Nessas variaveis foi necessario realizar a correcdo de
Bonferroni, pois as mesmas apresentaram mais de duas categorias 0 que torna
necessario aplicar a correcdo para verificar a significancia estatistica.

A realizacdo do pre-natal representa papel fundamental em termos de prevencao
e/ou deteccdo precoce de patologias tanto para mae quanto para o bebé e tem o objetivo
de melhorar as condi¢fes de salde da diade. O nimero de consultas pré-natal realizadas
foi categorizado em menor que 6 consultas e maior ou igual a 6 consultas, essa
classificacdo se deu devido ao fato de que o Ministério da Saude recomenda a gestante
realizar no minimo 6 consultas durante o periodo gestacional. Da amostra avaliada
100% das mulheres que apresentaram DMG, e 57,1% das mulheres de risco habitual
realizaram 6 ou mais consultas durante o pré-natal.

Quanto a idade gestacional no momento do parto, pode-se perceber que as
mulheres que apresentaram DMG tiveram uma mediana menor que as de risco habitual,
associada a uma menor idade gestacional relatada que foi de 36 semanas, sendo a idade
méaxima de ambos 0s grupos iguais. Em relacdo ao peso de nascimento dos recém-
nascidos, em dois casos ndo foi possivel analisar devido a falta de dados na caderneta e
a média e desvio padrao foi de 3233,18+394,40 e 3132,50+388, para 0s recém-nascidos
das mulheres do grupo risco habitual e DMG respectivamente, conforme descrito

também na Tabela 4.



Tabela 4 — Caracteristicas clinicas e sociodemograficas da populacdo (n=25).
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L Risco habitual DMG Valor
Varidveis (n=25) (n=14) (n=11) p?

Idade materna 25 (100%) (30,09£6,25)*  (24,8625.26)x 0,03
Renda per capita 0:32
Menor que 1 salério 13 (68,4%) 9 (64,3%) 4 (36,4%)
Maior ou igual a 1 salario 6 (31,6%) 2 (14,3%) 4 (36,4%)
Escolaridade 061
Fundamental 5 (12,0%) 2 (14,3%) 3 (27,2%)
Ensino médio 14 (56,0%) 9 (64,3%) 5 (45,6%)
Superior 6 (24,0%) 3 (21,4%) 3 (27,2%)
Estado civil 0,19
CasadalUnizo estavel 10 (40,0%) 4 (28,6%) 6 (54,5%)
Solteira/Divorciada 15 (60,0%) 10 (71,4%) 5 (45,5%)
Atividade fisica durante a gestacéo 0,49
N&o 14 (56,0%) 7 (50,0%) 7 (63,6%)
Sim 11 (44,0%) 7 (50,0%) 4 (36,4%)
Uso de medicamento durante a 0,82
gestacéo
Nao 12 (48,0%) 7 (50,0%) 5 (45,59%)
Sim 13 (52,0%) 7 (50,0%) 6 (54,5%)
Suplementacdo durante a gestacao 0,82
Nao 12 (48,0%) 7 (50,0%) 5 (45,5%)
Sim 13 (52,0%) 7 (50,0%) 6 (54,5%)
Estado nutricional pré-gestacional <0,001
Eutrofia 15 (60,0%) 14 (100%)2,b 1(9,1%)b
Sobrepeso 4 (16,0%) 02 4 (36,4%)
Obesidade 6 (24,0%) 0° 6 (54,5%)"
Ganho de peso gestacional 0,05
Insuficiente 9 (36,0%) 7 (50,0%)" 2 (18,1%):
Adequado 10 (40,0%) 6 (42,9%) 4 (36,4%)
Excessivo 6 (24,0%) 1 (7,1%) 5 (45,5%)
Estado nutricional pés-gestacional 0,032
Baixo peso 1 (4,0%) 1 (7,4%) 0 (0%)
Eutrofia 9 (36%) 9 (64,2%) 0 (0%)
Sobrepeso 6 (24%) 2 (14,2%) 4 (36,3%)
Obesidade 9 (36%) 2 (14,2%) 7 (63,7%)
Numero de consultas pré-natal 0,01
< 6 consultas 6 (24,0%) 6 (42,9%) 0 (0%)
= 6 consultas 19 (76,0%) 8 (57,1%) 11 (100%)
Tipo de parto 0,227
Normal 19 (76%) 11 (78,5%) 8 (72,7%)
Cesarea 6 (24%) 3(21,5%) 3(27,3%)
Idade gestacional no parto 25 (100%) 40 (37,41)** 39 36,41 A7
Peso de nascimento do RN 23 (92,0%) (3233,18+394,40)*  (3132,50+388,40)* 0,54°
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aTestequi-quadrado, *Média e desvio padrdo; **Mediana, minimo e maximo; "Teste Mann Whitney; °T-
student simples. Frequéncias seguidas de letras iguais entre as categorias representam associagdes

estatisticamente significativas pelo teste Bonferroni (p<0,05).
6.2 Concentracdo de citocinas e quimiocinas presentes no colostro

Os valores das concentracdes de citocinas e quimiocinas encontradas no colostro
materno estdo descritos na Tabela 5, onde observa-se uma coluna com os nimeros de
amostras detectaveis, ou seja, que ficaram dentro da curva padrdo. Aquelas amostras
cuja deteccdo ficou abaixo da curva padrdo, os valores de concentracdo foram

substituidos por zero.

No presente trabalho foram avaliadas 22 citocinas e quimiocinas anti-inflamatorias e
Th2 (alocadas juntamente com as anti-inflamatdrias) e inflamatérias, principalmente as
Thl. Na tabela 5, observa-se que a IL-10 e a IL-1ra, biomarcadores anti-inflamatorios,
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos. Nota-se que a IL-10 foi
detectada em 9 amostras de ambos 0s grupos e que apresentou uma maior mediana e
maior valor no maximo no grupo DMG. Enquanto a IL-1ra foi detectada em 19
amostras e apresentou uma mediana e um valor mdximo maior no grupo das mulheres

de risco habitual.

Enquanto isso, dentre as citocinas inflamatorias, o IFN-y, a IL-6, IL-12 e IL-15
apresentaram diferencas estatistica entre os grupos. O IFN-y foi detectado em 24
amostras sendo que apresentou maior mediana, e valor maximo no grupo DMG,
semelhante ao que aconteceu com a IL-6, que foi detectada em 20 amostras de ambos 0s
grupos. Ja a IL-12 ndo foi detectada em nenhuma amostra do grupo de risco habitual, e
foi detectada em apenas 3 amostras do grupo DMG. Desta forma, ndo foi possivel
realizar uma comparagdo entre os dois grupos. Em se tratando da IL-15, a mesma foi
detectada em 18 amostras de ambos 0s grupos, apresentando um maior valor maximo e

de mediana no grupo DMG.



Tabela 5- Faixa de valores das citocinas e quimiocinas estratificada por grupo.

RISCO HABITUAL DMG
. N° de Mediana Min Max N° de Mediana Min Max
Clocinas - amoslas — (ogimL)  (pg/mL)  (pg/mL) ATOST®  (pgimb)  (pg/mL) (pg/mL)
Antiinflamatérias
EOTAX 14 3,6 0,4 149,8 11 9,4 0,6 109,1
IL-2 14 14 0,9 8,9 7 3,2 2,6 15,2
IL-4 9 0,2 0,2 0,5 10 0,3 0,1 2,2
IL-5 14 (18,7946,57)* 11 (17,96+9,60)*
IL-7 7 14,6 29,2 50,2 7 2,8 2,2 41,7
IL-9 0 2144.,6 2919,0 7 9,5 8,6 2558,3
IL-10 0 3,5 4.8 7 0,7 0,7 9,1
IL-13 0 0,1 0,1 4 0 0,1 0,6
IL-1ra 14 529,7 135,9 749,1 5 0 200,5 641,9
Inflamatorias
IP-10 7 29,1 58,2 3486,8 7 312,9 238,4 32992,8
MCP-1 6 0 3,8 2609,7 5 0 11,6 775,7
MIP-1a 14 75,0 2,1 1504,4 11 43,4 1,7 3997,7
MIP-1b 13 118,9 14,9 306,7 11 225,8 13,7 2002,5
RANTES 12 8,4 2,1 2495 9 30,6 6,4 173,2
TNF-a 11 (25,17+20,95)* 10 (32,67+28,80)*
IFN-y 14 6,4 0,1 10,4 10 11,0 1,9 82,2
IL-1p 14 1,6 0 87,5 11 0,6 0,6 19,8
IL-6 9 1,8 0,7 6,7 11 11,6 1,6 64,8
IL-8 6 0 55 7191,8 5 0 10,9 1507,8
IL-12 0 3 0 0,4 0,7
IL-15 8 35,4 35,4 97,4 10 86,3 35,4 2154
IL-17 14 18,9 15,2 26,9 11 17,9 4,3 29,8

aMann- Whitney; *T-student simples, ¥média e desvio-padrio.
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Figura 2: Comparagao dos niveis de citocinas inflamatdrias e Th2 no colostro. As concentragao de IL-10
(A), IL-1ra (B), e IL-4 (C) no colostro foram medidas por Luminex. Os circulos representam as mulheres
classificadas com risco gestacional habitual. Os quadrados representam as mulheres com DMG. Um total
de 25 amostras foram incluidas nas analises. Cada figura geométrica representa uma participante.

*p<0,05.
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Figura 3: Comparagao dos niveis de citocinas inflamatérias no colostro. As concentragao de TNF-a (A),
IFN-g (B), IL-6 (C), IL-17 (D) e IL-15 (E) no colostro foram medidas por Luminex. Os circulos
representam as mulheres classificadas com risco gestacional habitual. Os quadrados representam as
mulheres com DMG. Um total de 25 amostras foram incluidas nas andlises. Cada figura geométrica
representa uma participante. *p<0,05.

Para melhor critério de comparacdo das concentragdes de citocinas que
apresentaram diferenca significativa entre os grupos e analise daquelas que sdo
importantes marcadores de DMG, alguns graficos foram criados. Na Figura 2, pode-se
observar que as mulheres classificadas com DMG apresentaram maior concentragao de
IL-10 (Figura 2A) no colostro. Com relacgdo a IL-4, observa-se uma média de producéo
um pouco maior no colostro de mulheres com DMG (Figura 2C). Apesar de ndo ter
diferenca estatisticamente significativa. JA o IL-1ra, apresenta-se reduzido no colostro
de mulheres com DMG (Figura 2B). Na Figura 3 é valido destacar que tanto o IFN-g
(Figura 3B), quanto a IL-6 (Figura 3C), estdo aumentadas no colostro de mulheres com

DMG, bom como a IL-15 (Figura 3E).
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Figura 4: Perfil global de citocinas/quimiocinas no colostro de puérperas, segundo classificacdo de risco
durante a gestacdo. O grafico em radar mostra a frequéncia de alta produtoras de citocinas inflamatérias e
anti-inflamatdrias e Th2, e a contribuicdo de cada uma nas diferentes categorizacdes (risco habitual e
DMG).

Para identificar de forma global as citocinas e quimiocinas avaliadas no colostro
foram construidos os graficos de radar. Esses graficos representam a freqiiéncia de
mulheres que apresentaram a concentragdo de citocinas e quimiocinas acima da
mediana global. Os eixos em cinzas escuros representam a alta frequéncia de citocinas
anti-inflamatorias e Th2, enquanto os eixos em cinza claro representam a frequéncia de
citocinas inflamatdrias. Os valores de cada eixo podem ser unidos para formar a area
poligonal central que representa o equilibrio geral de citocinas anti-inflamatorias-
Th2/inflamatérias. Aumentar ou diminuir as areas do poligono central reflete a
contribuicdo maior ou menor do equilibrio dessas citocinas. Desta maneira, observa-se
que as mulheres com DMG apresentam maior frequéncia de producdo de citocinas e

quimiocinas inflamatérias e Th2 no colostro.

Para verificar a correlagdo entre os 22 biomarcadores imunoldgicos e as
varidveis numéricas, foi realizada a correlacdo de Spearman. Uma correlacdo maior
entre as variaveis foi observada particularmente no grupo de mulheres que apresentaram
DMG, através da intensidade das cores (azul mais intenso = correlacdo forte). Além
disso, observa-se uma correlagdo maior entre os proprios biomarcadores se comparados
com as outras variaveis, enquanto no grupo de risco habitual as cores estdo menos

intensas e mais dispersas (Figura 5).
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Figura 5: Grafico de correlacdo de Spearman por grupo. A forga da correlacdo entre as citocinas e as
outras variaveis é representada pela cor do circulo na intersecdo dessas variaveis. As cores variam de azul
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mais intenso (correlagdo positiva forte = 1,0) a vermelho mais intenso (correlacdo negativa forte = - 1,0).
Os resultados ndo foram eliminados quando p> 0,05.

7- DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar se a presenga da DMG compromete a
concentracdo de componentes bioativos, citocinas e quimiocinas no colostro e se essas
alteracdes se correlacionam com o estado nutricional materno. A populacdo do estudo
foi composta por 56% de puérperas que apresentaram gestacao de risco habitual e 44%
de puérperas que apresentaram DMG durante a gestacdo. A maior parte das mulheres
avaliadas relatou ter uma renda per capita menor que um salario minimo, iniciado o
ensino médio, ser solteira/divorciada, ndo ter praticado atividade fisica durante a

gestacdo e IMC pré-gestacional de eutrofia.

O cuidado pré-natal foi amplamente implementado como um meio de melhorar
os resultados de saude para maes e bebés que apresentam ou ndo doencas pregressas
e/ou durante a gestacdo®. Em 2010 o Ministério da Satde (MS)* publicou a caderneta
da gestacdo de alto risco recomendando que para uma boa evolucdo da gestacdo €
necessario a realizacdo de pelo menos 6 consultas pré-natal. Dentre as participantes
avaliadas, todas realizaram o pré-natal, sendo que as gestantes que possuiram DMG e
76% do total da amostra realizaram 6 ou mais consultas medicas durante a gestacéo.
Nota-se que gestantes de alto risco realizam 6 ou mais consultas durante o pré-natal de

acordo com a recomendacdo do MS2.

Em se tratando do estado nutricional, 60% da populagdo do estudo apresentou
IMC pré-gestacional de eutrofia, 40% ganho de peso adequado e 24% ganho de peso
excessivo durante a gestacdo. Em relacdo ao estado nutricional pré-gestacional percebe-
se que 100% das mulheres de risco habitual eram eutr6ficas, enquanto 90,9% das
mulheres com DMG apresentavam sobrepeso ou obesidade antes da gestacdo, podendo
assim confirmar os achados de estudos ja realizados de que mulheres com sobrepeso ou
obesidade antes da gravidez apresentam risco aumentado para desenvolver a DMG e
devem reduzir o IMC antes de engravidar e/ou controlar o ganho de peso durante a

gestacdo a fim de evitar o aparecimento de doengas®3.

O recém-nascido logo ao nascer é transferido de um ambiente quase estéril para
ambiente externo colonizado por microrganismos, entretanto, a natureza desenvolveu
um suplemento imune conhecido como colostro que é caracterizado por ser o leite

materno rico em fatores de defesa que ird auxiliar na maturacdo do sistema imune da
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crianca a partir desse momento. Esse fluido contém uma variedade de citocinas e
quimiocinas e a principal fonte desses compostos sdo as celulas que migram para a
glandula mamaria e essas citocinas e quimiocinas chegam até o intestino de uma forma
ainda desconhecida?’. Acredita-se ainda que haja uma dificuldade na avaliacdo do papel
de cada citocina no sistema imune do bebé& uma vez que as concentracOes desses
compostos variam muito, 0 que se sabe é que a ingestdo das mesmas através do leite
materno influencia a maturacdo e o desenvolvimento das células desse sistema nos

recém-nascidos?®.

Diante do exposto, Sifnaois e colaboradores® sugerem que a composi¢do imune
do leite materno sofra alteracdes na presenca da DMG, doenca reconhecida como uma
pandemia global caracterizada ndo apenas pelo aumento da resisténcia a insulina e
intolerancia a glicose, mas também por um estado de inflamacédo sistémica de baixo
grau e desrregulacdo do sistema imune que induz um desequilibrio entre células Thl e
Th2 favorecendo as respostas inflamatorias. Devido as alteracbes no metabolismo da

glicose, os componentes do leite que essas mulheres produzem também séo alterados.

Dentre as citocinas estudadas, a IL-10 é uma importante citocina anti-
inflamatdria e imunorreguladora que estd sendo bastante discutida, uma vez que a
mesma ao ser avaliada no colostro tem sido descrita em concentragcdes extremamente
divergentes, desde ndo detectavel até valores bastante elevados, o que dificulta a
interpretacdo do seu papel no leite materno'®54. Acredita-se que a mesma é uma potente
citocina que resulta na ativacdo das células Th2 que foi originalmente marcada como

fator inibidor da sintese de citocinas pré-inflamatérias pelas células T auxiliar (Th1)%.

Essa citocina parece ser chave na manutencdo da gravidez, pois a mesma possuli
um efeito protetor na unidade anti-fetal-placentéria, e inibe a secrecdo de outras
citocinas inflamatdrias, tais como a IL-6, o0 TNF-a ¢ o IFN-y, enquanto estimula a
liberacdo de IL-1ra. Juntamente com IL-4 e IL-13, a IL-10 tende a modular invasao de
trofoblastos favorecendo o desenvolvimento da placenta. A mesma esta negativamente
correlacionada com IMC e niveis de glicemia de jejum. Baixos niveis de IL-10, esta
associado a sindrome metabdlica e a Diabetes mellitus tipo Il em mulheres e em

criangas®®.

No estudo em questdo a IL-10 foi detectada em apenas 9 amostras, sendo 7 delas

do grupo DMG o que corrobora com os achado de Castellote e seus colaboradores® que
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ao compararem a presenca dessa citocina no leite de mulheres que tiveram filhos
prematuros e a termo observaram que a mesma foi encontrada em concentra¢ées muito
baixas e indetectaveis em algumas amostras. Além disso, foi possivel observar uma
diferenca estatisticamente significativa dessa citocina entre 0s grupos, nota-se também
que no grupo que apresentou a DMG ha uma maior mediana e maior valor maximo
dessa citocina o que significa que o aumento da mesma estd relacionado com a
inflamacdo causada pela DMG, uma vez que a IL-10 é conhecida por suprimir a
inflamacdo e a autoimunidade®. Resultado esse que também foi confirmado com o
grafico de correlacdo em que a citocina apresenta uma correlacdo positiva com o peso
pré-gestacional, ou seja, com as mulheres que apresentaram sobrepeso e obesidade

inicialmente a gestacéo.

Alguns estudos demonstraram que 0s niveis plasmaticos de IL-10 em pacientes
com DMG sao significativamente menores do que em controles saudaveis, e que niveis
baixos de IL-10 e excesso de resisténcia a insulina em pacientes com DMG estdo
negativamente correlacionados, sugerindo que niveis baixos de IL-10 podem aumentar a
resisténcia a insulina nesses pacientes®. No entanto, no presente estudo a concentracdo
de IL-10 foi avaliada no colostro e ndo no sangue, sendo assim, pode-se sugerir que 0
aumento da IL-10 pode estar relacionado a tentativa do organismo em controlar a acéo

das citocinas inflamatérias também aumentadas no contexto do DMG.

J& a IL-1ra é um membro da familia da IL-1 também conhecida como uma
citocina anti-inflamatoria que age de forma antagonista ao receptor de IL-1 presente na
superficie celular(IL-1R), o mesmo receptor que se liga a IL-1, evitando que a mesma
envie um sinal para essa célula. Além disso, essa citocina é conhecida por ser um
inibidor natural do efeito pré-inflamatério de IL-1a ¢ IL-1p e modula uma variedade de
respostas imunes e inflamatdrias relacionadas a IL-1%°. De acordo com os dados
apresentados pelo estudo, observa-se que mulheres com DMG secretaram menor
concentragdo IL-1ra no colostro, isso pode confirmar o perfil mais inflamatorio das

citocinas presentes no colostro de mées que tiveram DMG.

Em seus estudos, Charles e colaboradores® descrevem que a IL-1ra ndo induz
diretamente uma resposta anti-inflamatéria, mas se liga ao receptor da IL-1 na
superficie celular e inibe os efeitos inflamatorios dessa citocina, ou seja, neutraliza os
efeitos causados pela IL-1. Portanto, pode-se concluir que os niveis de IL-1ra sdo uma

medida indireta da atividade da IL-1. Acredita-se que a IL-1 estd aumentada em


https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin-1_receptor
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pacientes com diabetes mellitus e que a mesma € responsavel por promover a destrui¢do
das células beta e alterar a sensibilidade a insulina®. Além disso, Charles e
colaboradores®® definem que a IL-1ra encontra-se correlacionada positivamente com o
IMC e com a resisténcia a insulina o que corrobora com 0s nossos achados apresentados
no grafico de correlacdo de Spearman por grupo. No grafico de mulheres com DMG
observa-se uma correlacdo mais forte entre o IMC pré-gestacional e a IL-1ra, ja no

grupo de risco habitual essa correlacdo apresenta-se de forma negativa.

Dentre as citocinas inflamatdrias, o IFN-y é o responsavel por ativar monocitos e
macrdfagos, sendo caracteristica da resposta Th1?°. Os resultados mostram que o IFN-y
aparece com maior mediana, valor minimo e maximo no grupo DMG em comparagao
ao grupo de risco habitual, ou seja, parece que o colostro reflete a inflamacéo causada
pela DMG. Esses dados espelham o que ocorre na circulacdo de mulheres com DMG,
onde observa-se aumento dos niveis circulatérios de IFN-y, que tem relacdo com a

inflamacéo desencadeada pela doenca®®.

Sabe-se que algumas citocinas presentes no leite materno como a IL-6 € TNF-a
estdo associadas a regulacdo do desenvolvimento e fungdes da glandula mamérial®.
Estudos recentes mostraram que as duas sdo consideradas como fatores pro-
inflamatorios e desempenham papéis importantes no desenvolvimento da resisténcia a
insulina e do DMG®, A IL-6 é uma das principais citocinas do leite humano e é
secretada por varios tecidos, incluindo masculo esquelético, leucécitos, hepatécitos e
tecido adiposo. Apresenta-se em maior concentragdo nos individuos obesos em
comparagdo com 0s nao obesos, ou seja, ela esta relacionada com o aumento do IMC e
do percentual de gordura®®. No caso do DMG, a IL-6 tem sido estudada como marcador
de diagnostico por aparecer aumentada no sangue®. Os resultados apresentados
demonstram que a IL-6 possui maior mediana e maior valor maximo no colostro de
mulheres com DMG se comparada ao grupo de mulheres saudaveis, adicionalmente, no
grafico de correlagdo apresenta-se uma correlacdo positiva com o ganho de peso

gestacional e IMC atual no pds-parto.

Em se tratando da IL-12 sabe-se que ela é conhecida por ser uma citocina pro-
inflamatéria e também por estar envolvida na conducdo da autoimunidade e na
inflamacéo associada®. Quanto a presenca da mesma no colostro a literatura é escassa e
nas amostras avaliadas no grupo de risco habitual ndo foi detectada a presenca da

citocina, enquanto no grupo DMG apenas em 3 amostras foram detectadas. Esses
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resultados corroboram os achados de Munblit e colaboradores? que avaliaram no
colostro materno e no leite maduro a presencga da IL-12. Esta citocina foi detectada em

apenas 18% das amostras coletadas.

Outra citocina que apresentou diferenga estatisticamente significativa no
trabalho foi a IL-15, que também pode ser considerada como uma citocina inflamatoria.
A concentracdo de IL-15 no colostro apresentou maior nimero de amostras detectaveis,
maior valor de mediana e valor maximo no grupo que de mulheres com DMG em
relacdo ao grupo de risco habitual. Além disso, a IL-15 teve associa¢do positiva com o
peso atual e ganho de peso gestacional nas mulheres com DMG, diferente das mulheres
de risco habitual. Esses dados podem sugerir que a citocina IL-15 também tem relacdo

positiva com a DMG.

Os biomarcadores IL-4, TNF-a e IL-17 ndo apresentaram resultados
significativos no trabalho em questdo, mas alguns estudos trazem essas citocinas como
importantes no DMG. Neste trabalho, a IL-4 ndo apresentou resultado significativo
quando comparado ambos 0s grupos, porém apresentou maior concentracdo no grupo
DMG. Em seu estudo com animais Yessoufou e colaboradores®, também
demonstraram que os niveis plasmaticos de IL-4 estdo inalterados ou aumentados no

grupo DMG em comparacdo com a gravidez normal.

O TNF-o é sem duavidas, uma das citocinas mais discutida em relacdo a
inflamacéo e ao desenvolvimento da resisténcia a insulina na obesidade e DMG. Alguns
estudos sugerem gue essa citocina é um preditor independente para o desenvolvimento
da doenca, independente do IMC®. Trabalhos reportam que o aumento da resisténcia a
insulina esta associado a supressao de leptina e adiponectina e ao aumento da resistina e
de TNF-o, 0 que sugere seu envolvimento com a DMG®. O estudo de Zhang e
colaboradores®®, mostraram que a presenca de TNF-o. em mulheres com DMG foi maior
que em mulheres com gestacdo saudavel. Também nos dados do trabalho em questéo,
ndo obtivemos resultados estatisticamente significativos quanto a essa citocina, porém
observa-se associagdo positiva com o peso atual e o ganho de peso na gestagdo no grupo
DMG.

Sabe-se que as células Thl7 sdo as responsaveis por induzir a liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios e ativar a migragdo de neutréfilos. A IL-17 esta reduzida

na gravidez saudavel, entretanto, nos estudos de Sifnaios e colaboradores'® que
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comparou o sangue de mulheres com e sem DMG no terceiro trimestre de gravidez,
houve aumento significativo na proporcdo de células produtoras de IL-17 no grupo
DMG, o que pode ser justificado pelo estado pré-inflamatoério caracterizado na gravidez
com a doenga. No caso do nosso trabalho a concentracdo de IL-17 nédo foi diferente
entre as amostras de colostro de mulheres com ou sem DMG. Porém, é possivel que

essas mulheres tivessem aumento na frequéncia de células Th17 no sangue.

A andlise do perfil global das citocinas e quimiocinas representadas pelos
graficos em radar compara a contribuicdo de todas as citocinas e quimiocinas
simultaneamente, e a representatividade de cada uma delas no perfil global. Essa analise
se difere dos outros tipos de graficos, pois é uma andlise visual que permite avaliar uma
maior contribuicdo relativa de cada citocina comparada com as demais, segundo a
categorizacdo dos grupos. Apds examinar esses graficos, foi possivel observar que no
grupo de mulheres com DMG a maioria das citocinas pro-inflamatorias (1P-10, MIP-1a,
MIP-1B, RANTES, IFN-y, IL-1B e IL-17) e anti-inflamatérias-Th2 (Eotaxin, IL-2, IL-4,
IL-5, IL9 e IL-10) estdo em alta concentracdo em mais de 50% das amostras. Em
contrapartida, no grupo de risco habitual, nota-se que esses biomarcadores apresentam
um perfil mais irregular e que apenas a IL-4 e IL-1ra (Th2 e anti-inflamatorias) e IL-15

(pro-inflamatdria) tiveram a concentracdo alta em mais de 50% das amostras.

Entretanto, no grupo DMG o grafico sugere que ha um aumento tanto de
biomarcadores anti-inflamatérios quanto inflamatérios. Existem relatos que a DMG
aumenta a producdo de citocinas apenas inflamatérias no sangue!®. Porém, alguns
autores também mostraram o aumento de ambos o0s grupos de citocinas durante o
DMG®. Essa dicotomia pode estar relacionada a tentativa do organismo em promover
equilibrio entre as diferentes citocinas e quimiocinas de modo a favorecer a homeostase.
De acordo com Diaz e colaboradores?®® no leite materno de mulheres saudaveis
observam-se maior concentracdao de citocinas anti-inflamatdrias se comparada com as
inflamatdrias. Sendo que os niveis dessas citocinas reduzem ao longo da lactagdo e de
acordo com 0 momento do nascimento, se 0 bebé é a termo ou pré-termo. Entretanto, na

DMG a concentracdo dessas citocinas ainda € discutivel.

Adicionalmente, foi realizada uma avaliagdo complementar do perfil de
citocinas e quimiocinas por uma analise de correlacio de Spearman entre 0s
biomarcadores e as variaveis numéricas. Apos essa analise, foi possivel verificar que o

grupo de mulheres com DMG apresentou um grafico com maior intensidade da cor azul,
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ou seja, nota-se que existe uma forte correlacdo positiva entre os biomarcadores e as
varidveis numéricas, como o peso, ganho de peso e IMC. Enquanto no grupo de
mulheres de risco habitual, o grafico encontra-se mais dispersos com maior nimero de
correlacdes negativas se comparado ao grupo com DMG. Outra analise possivel apds
interpretacdo dos graficos é que no grupo DMG ha uma correlacdo positiva entre as
citocinas no geral, sendo uma correlagdo mais forte entre as citocinas inflamatorias e
anti-inflamatorias do que entre as citocinas com a mesma caracteristica 0 que corrobora
com o grafico em radar que nos mostra um aumento de ambos os tipos de citocinas e

quimiocinas.

Os estudos sobre imunologia do colostro, em especial na DMG, ainda
encontram-se escassos na literatura. Os trabalhos que realizaram analise de perfil imune
em mulheres com DMG, avaliaram em sua maioria o sangue das mulheres e ndo o leite.
Os dados apresentados no geral corroboram os dados de Fujimori e colaboradores® que
sustentam a hipotese de que as alteragdes no organismo induzidas pela DMG séo
capazes de alterar a composicdo imune do colostro, entretanto, ndo ha davidas quando
ao beneficio do aleitamento materno para a diade. Adicionalmente, o aleitamento deve
ser incentivado mesmo em situagdes de comorbidades onde ndo ha prejuizo a satde da

crianca.

O que se sabe € que a rica nutricdo transferida através do leite materno traz
beneficios em longo prazo ao metabolismo, crescimento, desenvolvimento e ao sistema
imune da crianga. O mais importante é realizar um controle glicémico adequado durante
a gestacdo com objetivo de garantir que as necessidades nutricionais e a imunidade
transferida a crianga sejam adequadas. Portanto, o controle das doencas, como a DMG,

deve ser favorecido para ndo prejudicar o aleitamento materno®!.,

A presente pesquisa apresentou como limitagdo o nimero de participantes do
projeto, uma vez que a mesma foi realizada em uma Maternidade que ndo é considerada
de alto risco. O nimero de mulheres que sdo atendidas com DMG é pequeno,
dificultando assim a coleta dos dados. Outra limitacdo apresentada foi o fato de a coleta
do colostro ser realizada sempre no periodo da tarde, horario em que a mulher possui
menor producdo e por esse motivo algumas participantes foram excluidas da coleta
devido ao fato de ndo conseguirem retirar pelo menos 2mL do fluido. Alguns estudos
citados realizaram a coleta do colostro no periodo da manhd logo quando a méae

desperta, o que facilita a retirada de maior volume. Um ponto importante e limitador
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também foi a auséncia dos valores de glicemia registrados em prontuarios. Além disso,
ndo foi possivel realizar coleta de informacGes tempos depois do parto, para verificar se
houve equilibrio das citocinas e quimiocinas presentes no leite materno e como esses
biomarcadores puderam interferir no desenvolvimento e na ocorréncia de doencas na

crianga.

Um estudo com maior nimero de participantes que apresentaram DMG durante
a gestacdo seria necessario para verificar os efeitos da doenga no comportamento das
citocinas e quimiocinas no colostro materno. Mas, vale salientar que este estudo tem
importancia na investigacdo da influéncia da DMG na composi¢cdo imune do leite
materno, visto que mediu varios dos biomarcadores que ndo haviam sido identificados

no leite materno até o momento, em especial em maes que tiveram DMG.

Outros estudos analisando a concentracdo dessas citocinas no sangue dos recém-
nascidos de mées que apresentaram a DMG devem ser considerados uma vez que 0s
estudos sdo escassos quando se trata da DMG e colostro materno e também por ndo se

ter o desfecho de como serd o comportamento dessas citocinas no sangue bebé.
8. CONCLUSAO

Nosso estudo confirma a hipdtese de que a presenca de DMG acarreta em
mudancgas nas concentracdes de citocinas e quimiocinas no colostro materno, com
aumento tanto de citocinas e quimiocinas inflamatérias, quanto anti-inflamatorias.
Apesar dessas alteragdes encontradas, sabe-se que o aleitamento materno ainda €, sem
davidas, a melhor forme de nutricdo e protecdo ao recém-nascido. Sendo assim, tornam-
se necessarios mais estudos dando continuidade & nossa pesquisa com objetivo de
avaliar maior nimero de mulheres, gerando assim uma amostra representativa para que
se torne possivel realizar intervengdes nutricionais de forma preventiva a fim de

minimizar os indices da doenga.
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Anexo 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto: ASSOCIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL E CONSUMO ALIMENTAR
MATERNO-INFANTIL A COMPOSICAO DO LEITE HUMANO E SAUDE NO POS
PARTO.
Pesquisadores Responsaveis: Tatiani Uceli Maioli e Luana Caroline dos Santos.
Instituicdo: Universidade Federal de Minas Gerais
Telefone para contato: (31) 3409-8036

Nome do voluntario: DN: [ [/

A Sra. estd sendo convidada a participar do projeto de pesquisa, de
responsabilidade das pesquisadoras Tatiani Uceli Maioli e Luana Caroline dos Santos.

O presente estudo tem como objetivo avaliar o estado nutricional e o consumo
alimentar de puérperas do Hospital Risoleta Tolentino Neves de Belo Horizonte —
Minas Gerais e Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, dentro
do periodo de 48 horas pos-parto. Para tal, serdo aplicados questionarios para avaliacao
do consumo alimentar (Questionario de Frequéncia Alimentar) e medidas serdo aferidas
(peso, altura e circunferéncia do braco). A presenca de edema (acimulo de liquido no
corpo) sera averiguada por meio de observacao. Informagdes adicionais serdo coletadas
nos prontuarios medicos e cartdo nutricional da gestante. Para uma sub amostra das
participantes, serdo coletadas amostras de leite materno para posteriores analises.

Sua participacdo nesse projeto ndo é obrigatoria e a qualquer momento vocé
pode desistir de participar e retirar o seu consentimento. Destacamos que sua recusa ndo
acarretard em nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesquisador ou com a instituicao.
Os dados obtidos serdo analisados estatisticamente para construcdo de trabalho
cientifico e todas as informacdes pessoais obtidas sdo confidenciais e ndo serdo
divulgadas, garantindo sua privacidade. A participacdo no projeto apresenta nenhum
tipo de risco para sua saude. Caso exista qualquer duvida, os responsaveis poderdo ser
contatados nos telefones citados acima, inclusive com ligagdes a cobrar.

Eu, , RG

n° , declaro ter sido informada e concordo em participar, como

voluntaria, do projeto de pesquisa acima descrito.
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Assinatura do paciente Assinatura do responsavel

COEP — Comité de Etica em Pesquisa
Avenida Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il — 2° andar, Campus Pampulha — Belo
Horizonte — MG — Brasil, CEP: 31.270-901.
Telefone/FAX:3409-4592 — Email: coep@prpg.ufmg.br
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Anexo 3 — Questionario aplicado

PROTOCOLO DE COLETA DE DADO

Data daentrevista: _ / / n? do questionario:

DADOS SOCIODEMOGRAFICOS DA MAE

Nome:

Endereco: Telefone:

Datade nascimento: ___/ /| Idade: Ocupagao profissional: (0) remunerado(1) ndo remunerado
N2 Gestagoes: N@ Partos: N¢ Abortos: N2 moradores/domicilio: Renda familiar/més:

Escolaridade: (0) ndo alfabetizada (1) apenas alfabetizada Fundamental: (2) incompleto (3) completo

Médio: (4) incompleto (5) completo Superior: (6) incompleto (7) completo

Estado Civil: (0) solteira (1) casada ou unido estavel (2) separada ou divorciada (3) viuva

Comorbidades prévias a gestacao:
DM () HAS() DCV() Obesidade() Neoplasia() Dislipidemias ()

()Outros :

Ha quanto tempo?

PRE-NATAL, PARTO E RECEM-NASCIDO

N2 consultas pré-natal: Datadoparto: _ / [/ Idade Gestacional (semanas):

Intercorréncias na gestagdo: (0) ndo (1) sim Quais:

Intercorréncias no parto: (0) ndo (1) sim Quais:

Parto: (0) normal (1) cesarea (1) férceps Idade do RN (dias): Apgar:
Circ. cefélica nascimento (cm): Peso ao nascer do RN (g): Comprimento ao Nascer (cm):
Intercorréncias ao nascer: (0) ndo (1) sim Quais: Peso atual do RN (g):

AVALIAGAO ANTROPOMETRICA

Altura (m): Peso pré-gestacional (kg): Peso atual (kg): CB (cm):

Ganho de peso gestacional (kg): Edema atual: (0) ndo (1) sim  Grau de edema: (0) + (1) ++ (2) +++ (3) ++++
IMC pré (Kg/m?): IMC atual (Kg/m?):

Atividade fisica (gestagdo): (0) ndo (1) sim Modalidade:

Frequéncia/semana Duragdo por atividade

USO DE MEDICAMENTOS / SUPLEMENTOS

Uso de medicamentos durante a gestagdo: (0) ndo (1) sim  Quantos?

Nome: Nome: Nome: Nome:
Dosagem: Dosagem: Dosagem: Dosagem:
Tempo de uso: Tempo de uso: Tempo de uso: Tempo de uso:

Uso de suplementos nutricionais na gestacdo: (0) ndo (1) sim Quantos?
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Nome: Nome: Nome: Nome:

Dosagem: Dosagem: Dosagem: Dosagem:

Tempo de uso: Tempo de uso: Tempo de uso: Tempo de uso:
DADOS SOBRE DIABETES

Possui diabetes? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, qual tipo? Tipo I ( ) Tipo Il ( ) Gestacional ( )

Medicamentos utilizados:

CONSUMO ALIMENTAR (ULTIMO MES):
Quantas pessoas utilizam o sal, aglcar e 6leo consumidos no més? pessoas.
Quantos quilos de sal foram utilizados no ultimo més na sua casa? () N&o sabe.
Quantos quilos de agucar foram utilizados no ultimo més na sua casa? ()NZo sabe.
a) Frutas b) Verduras c) Legumes
Com que frequéncia _N u.mero de vezes _.I\flj.mero de vezes _.I\'ll].mero de vezes
VOCe comeu: (1)Didrio (2)Semanal (1)Didrio (2)Semanal (1)Didrio (2)Semanal
(3)Mensal (4)Raro (5)Nunca (3)Mensal (4)Raro (5)Nunca (3)Mensal (4)Raro (5)Nunca
Disponivel por: dias/semana dias/semana dias/semana
Leite ( )Numero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Tipo:( )Integral( )Desnatado( )Semi desnatado ( Quantos copos de leite vocé toma por dia? mL
)Zero Lactose (copo duplo: 250 mL — copo americano: 150 mL)
Derivados (queijo,iogurte,etc.) ()NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Tipo: (1)Integral (2)Desnatado
Carnes em geral ()NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Frango ()NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Peixe ()NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Embutidos (salsicha,salame,etc.) ()NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Biscoitos salgados e doces ( )NUumero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Biscoitos recheados ( )NUumero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Sorvete (exceto picolé) ( )NUumero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Frituras ( )NUumero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Salgados (empada, pastel,etc.) ()NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Salgadinhos tipo “chips” ( )Numero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Sanduiches (hamburguer,etc.) ( )Numero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Molhos (maionese,salada,etc.) ( )Numero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Banha de porco ( )Numero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Oleo vegetal (soja/oliva) ( )Numero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Suco artificial e/ou refrigerantes ( )Numero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Temperos industrializados ( )NUumero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
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RESUMO

Introducdo: O leite materno é considerado um alimento completo para o bebé. Até 7
dias poés-parto é conhecido como colostro, rico em compostos imunoldgicos,
responsavel por fornecer nutricdo e garantir a protecdo imune. Entretanto, alguns fatores
maternos como a Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) pode vir a alterar a
concentracdo de biomarcadores imunoldgicos presentes no colostro e podem afetar o
desenvolvimento do sistema imune dos bebés. Objetivo: O presente trabalho avaliou se
a ocorréncia de DMG modifica a concentracdo de biomarcadores no colostro. Métodos:
Estudo transversal, realizado com dois grupos 1) Puérperas que apresentaram gestacao
de risco habitual; 2) Puérperas que foram diagnosticadas com DMG. Foram coletados
dados socioecondmicos, de salde e antropométricos e coletado colostro para analise da
concentracdo das citocinas/quimiocinas. Resultados: Amostra composta de 25
mulheres, sendo 56% de risco habitual e 44% DMG. A média e desvio padrdo da idade
entre elas para o grupo risco habitual e DMG foram respectivamente (24,86+5,26)
(30,0946,25). Os achados sugerem que ha mudancas nas concentracdes dos compostos,
sugerindo que no grupo DMG ha um aumento tanto dos biomarcadores inflamatorios
quanto anti-inflamatérios. Conclusdo: Nessa perspectiva, os dados obtidos suportam a
idéia de que a doenca leva a alteragfes imunes no colostro, entretanto, o leite materno

ainda é considerado como a melhor fonte alimentar.

Palavras-chave:Gestantes, diabetes mellitus gestacional, colostro, sistema imune e

citocinas/quimiocinas.
ABSTRACT

Introduction: Breast milk is considered a complete food for the baby. Up to 7 days
postpartum it is known as colostrum, rich in immunological compounds, responsible for
providing nutrition and ensuring immune protection. However, some maternal factors
such as Gestational Diabetes Mellitus (DMG) can change the concentration of
immunological biomarkes present in colostrum ans can affect the development os
babie’s immune systems. Objective: The present study evaluated whether the
occurrence of DMG changes the concentration of biomarkers in colostrum. Methods:
Cross-sectional study, carried out with two groups 1) Postpartum women who had usual
risk pregnancies; 2) Postpartum women who have been diagnosed with GDM.

Socioeconomic, health and anthropometric data were collected and colostrum was
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collected for analysis of cytokine / chemokine concentration. Results: Sample
composed of 25 women, 56% of whom were at normal risk and 44% DMG. The mean
and standard deviation of age between them for the usual risk and GDM group were
respectively (24.86 + 5.26) (30.09 £ 6.25). The findings suggest that there are changes
in the concentrations of the compounds, suggesting that in the DMG group there is an
increase in both inflammatory and anti-inflammatory biomarkers. Conclusion: In this
perspective, the data obtained support the idea that the disease leads to immune changes

in colostrum, however, breast milk is still considered as the best food source.

Keywords: Pregnant women, gestational diabetes mellitus, colostrum, immune system

and cytokines / chemokines.
INTRODUCAO

Segundo Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) o leite materno (LM) é considerado
uma forma inigualavel de fornecer nutricdo ideal para o crescimento e desenvolvimento
saudaveis dos bebést. Esse fluido ndo é visto somente como fonte nutricional, mas
também como forma de adaptacdo do lactente ao ambiente extra-uterino, por esse
motivo, sabe-se que a amamentacao tem efeitos positivos a curto e longo prazo na saude

infantil2.

Além de nutrir, o leite materno confere imunidade ao recém-nascido por ser uma
rica fonte de imunoglobulinas, lactoferrina, lisozimas, citocinas e varios outros fatores
imunes®. A presenca de citocinas e imunoglobulinas fornecem protecdo passiva e
contribui para a imunidade da crianca no inicio da vida. Em particular, as citocinas IL-1,
IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, interferon gama (IFN-y) e TNF-o que tem relacdo direta com o

desenvolvimento dos 6rgaos imunes secundarios®.

Durante a gravidez de risco habitual, a produgdo de citocinas da gestante é realizada
principalmente por linfécitos Th2 e pelas células reguladoras, onde ocorre menor
liberagdo de IFN-y e IL-2 e mais de IL-4, IL-10 e TGF-B, particularmente no primeiro e
segundo trimestres da gestacdo mediadas por uma complexa interacdo hormonal®.
Entretanto, alguns fatores maternos podem vir a alterar a composicdo dos
biomarcadores imunoldgicos do colostro como a Diabetes Mellitus Gestacional (DMG),
caracterizada por uma intolerancia aos carboidratos, com inicio a partir da 20? semana

de gestacdo. A prevaléncia da doenca esta crescendo devido ao aumento das taxas de
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gravidez em idade avancada e ao aumento da prevaléncia de obesidade e sedentarismo
materno®. A DMG estd associada ao nascimento de criancas grandes para a idade
gestacional e com problemas metabdlicos além de retardo na lactogénese. Suspeita-se
ainda que haja alteracdo na composicdo nutricional e dos biomarcadores do colostro e

do leite maduro’.

Sendo assim, torna-se necessario avaliar se ocorrem alteracfes nas concentracfes
das biomoléculas presentes no leite materno em decorréncia da DMG. Portanto, o
presente trabalho tem por objetivo investigar qual o impacto da DMG na concentracdo
de citocinas no colostro materno, visto que as citocinas sdo fundamentais no
crescimento e desenvolvimento adequados do sistema imune dos recém-nascidos (RN)
e que na literatura encontram-se poucos trabalhos que estudam as diferencas dos

compostos bioativos do colostro de mulheres com DMG e mulheres saudaveis.
METODOS

O estudo possui carater transversal e foi desenvolvido a partir da coleta de dados
realizada na Maternidade publica do Hospital Risoleta Tolentino Neves situado em Belo
Horizonte, Minas Gerais. O projeto encontra-se aprovado pelo comité de ética do

Hospital Risoleta Tolentino Neves.

O presente trabalho foi apresentado inicialmente as mulheres e a participagdo das
mesmas aconteceu de forma voluntéria, podendo se retirar do projeto em qualquer
momento. As participantes receberam e assinaram em duas vias um termo de

consentimento livre e esclarecido.

A amostra foi composta por 25 mulheres subdividida em dois grupos 1) Puérperas
que apresentaram gestacdo de risco habitual e eutroficas (n=14); 2) Puérperas que foram
diagnosticadas com diabetes melittus gestacional (DMG) durante a gravidez (n=11) de
acordo com as informac0es registradas em prontuario. Além da coleta do colostro foi
realizado com as puérperas o preenchimento de um questionario estruturado que
contemplava os dados sociodemograficos, antropométricos no estado pré e pds-

gestacional e a presenca da DMG durante a gestacao.

As variadveis avaliadas no estudo foram: estado nutricional pré-gestacional e pds-
parto, através do peso, altura e célculo do IMC, ganho de peso durante a gestacdo e

concentracdo de citocinas/quimiocinas do colostro. Os critérios de exclusdo da amostra
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foram puérperas menores de 18 anos, mulheres que apresentaram doencas infecciosas
durante a gestacdo ou outros tipos de diabetes, uso de antibidticos na gestacdo, idade
gestacional no parto inferior a 36 semanas, gestacdes gemelares e também aquelas que

apresentaram auséncia de pelo menos 2mL de colostro.

Ap0s o preenchimento do questionario extraiu-se o colostro de uma das mamas das
mulheres e as amostras obtidas possuiam volume minimo de 2mL que foram
aliquotadas em tubos conicos do tipo Falcon de 15ml e identificadas com o numero da
participante de acordo com numero do questionario, data da coleta e em seguida

armazenadas sob refrigeracdo em caixa térmica.
Etapa 1: Centrifugacéo e armazenamento do sobrenadante

Logo apos a coleta, as amostras foram levadas para o laboratério de Imunobiologia
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), local onde foram processadas. A
etapa inicial do processamento foi a centrifugacdo em velocidade de 500g por 10
minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. Ap6s o procedimento, as amostras
apresentavam claramente a divisdo em trés fases, o contetdo creme na parte superior foi
desprezado, o sobrenadante retirado, aliquotado em tudo conico de 1,5mL e armazenado
em freezer -80°C para realizacdo das proximas etapas de analises e na terceira fase
restou o conteudo celular que foi realizado a quantificacdo do nimero de total de células

para estudos posteriores.
Etapa 2: Medida da concentragdo de citocinas e quimiocinas - Luminex

A tecnologia de imunoensaio Luminex permite a quantificacdo simultanea de até
100 proteinas presentes no soro, plasma, sobrenadante de cultura de tecidos, lisado
celular ou leite materno, como no caso deste estudo. Utilizou-se okitda Bio-
RadLaboratories (Bio-Plex® Pro Human Cytokine Standard) para a detecgdo e
quantificacdo de citocinas e quimiocinas no colostro. Posteriormente foi realizada a

leitura de fluorescéncia no equipamento Luminex (BioPlex 200, Bio-Rad).

Foram descongeladas 25 amostras de colostro em banho-maria a 37°C e depois
homogeneizadas em vértex por 5 segundos. Devido a presenca de debris na amostra
apoés o descongelamento, foi necessario filtragem para evitar que particulas
influenciassem na deteccdo e quantificacdo de citocinas no fluido. Depois, as amostras

foram novamente homogeneizadas em vortex por 5 segundos e centrifugadas a
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14.000xg, por 5 minutos em temperatura ambiente. Foram adicionados 50uL das
amostras na placa para ensaio Luminex contendo 50uL do pool de esferas, lavadas duas
vezes com 100uL de tampao de lavagem e incubadas overnight a 4°C sob agitagdo. No
dia seguinte, foram adicionados 25uL do anticorpo de deteccdo em cada poco e as
amostras foram incubadas por 30 minutos sob agitacdo, em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. As amostras foram lavadas com 100uL de tampao de lavagem. Em
seguida, foram adicionados 50ul. do conjugado (Estreptavidina) em cada poco e as
amostras foram novamente incubadas por 30 minutos sob agitacdo em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Foram novamente lavadas com 100uL de tampao de
lavagem, ressuspendidas com 125ul de tampao do ensaio ¢ homogeneizadas por 10
minutos. Por fim, as amostras foram adquiridas no equipamento Bio-Plex 200 (Bio-

Rad) utilizando-se o software LuminexxPONENT versdo 3.1.

Na sequéncia, os dados foram analisados usando o software Bioplex™ (Bio-Rad).
O painel de citocinas e quimiocinas detectadas pelo kit consistiu de: eotaxin, IL-1ra, IL-
1B, IL-2, IL-4, II-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IP-10,
MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, RANTES, TNF-a, IFN-y. As concentracGes das citocinas e
quimiocinas foram calculadas de acordo com a curva padrdo para cada uma
individualmente. Aquelas amostras que tiveram leitura abaixo no nivel de deteccdo o

valor 0 foi usado na analise.
Anélise estatistica

Os dados do questionario aplicado foram tabulados com ajuda do programa Excel
2007 e apos foram realizadas analises descritivas uni e multivariadas com auxilio do
programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 19.0 onde foi
realizado o teste Kolmogorov-Smirnov com objetivo de avaliar a normalidade ou ndo
das variaveis, tendéncia central (médias e medianas) e de dispersdo (desvio-padréo,

valores minimo e maximo).

Consequentemente foram aplicados os testes de correlacdo de Qui-quadrado para
estimativa de associacdo entre duas variaveis qualitativas, Test T de Student para
comparar duas médias independentes e Mann Whitney para comparar duas medianas
independentes. Em seguida foi aplicada a correcdo de Bonferroni, com objetivo de

identificar a significancia estatistica em algumas variaveis. Foram classificados como
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resultados estatisticamente significativos aqueles que apresentassem p<0,05 para todos

os testes realizados.

Gréficos em radar

Os graficos em radar foram realizados para identificar a frequéncia de amostras
consideradas baixas (< mediana global) e altas (> mediana global) dos niveis de
citocinas e quimiocinas. Utilizou-se a mediana global de cada componente como ponto
de corte. Através dessa analise destaca-se o equilibrio global das citocinas e
quimiocinas. Cada eixo dos graficos representa a porcentagem (%) de voluntarias que
possuem alta frequéncia de citocinas e quimiocinas no colostro. Os valores de cada eixo
podem ser conectados para formar uma area poligonal central que representa o
equilibrio global pré-inflamatério versus anti-inflamatério, com um circulo central
representando 50% da frequéncia. O aumento ou diminuigdo da area poligonal central
reflete uma contribuicdo maior ou menor do perfil pré-inflamatorio versus anti-

inflamatorio®.

RESULTADOS

A amostra foi composta por 25 mulheres que preencheram todos os critérios de
inclusdo. Essas participantes foram divididas em dois grupos sendo um grupo de
mulheres que apresentou risco habitual (56%) e um grupo que apresentou diabetes
gestacional (44%). A idade foi uma variavel ndo categorizada e a menor delas foi uma
participante de 18 anos, a média e desvio padrdo dessa variavel foi calculada para o
grupo risco habitual e DMG respectivamente (24,86+5,26) e (30,09+6,25), conforme
descrito na Tabela 1.

A renda per capita foi calculada com base no salario-minimo real do Brasil
referente ao ano de 2019 e categorizada em menor que 1 salario e maior ou igual a 1
salario. Da amostra analisada, 6 mulheres ndo souberam quantificar a renda mensal
familiar e por esse motivo ndo foi possivel calcular a renda per capita. Dentre as que
relataram a renda mensal, foi possivel verificar que 68,4% delas possuiam renda inferior
a 1 saléario e a maioria delas (64,3%) pertencia ao grupo de risco habitual.

Na mesma Tabela 1 também é descrito a escolaridade das participantes que foi
categorizada em ensino fundamental (incompleto ou completo), ensino medio
(incompleto ou completo) e ensino superior (incompleto ou completo). Nenhuma dessas

mulheres se declarou analfabeta, 12% declararam ter iniciado o ensino o fundamental,
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56% o ensino médio e 24% o ensino superior. Ja a variavel estado civil foi categorizada
em casada/unido estavel e solteira/divorciada, nenhuma das participantes declarou ser
vilva e 60% delas declaram ser solteira/divorciada, enquanto 40% declarou
casada/unido estavel.

Em relacdo ao estado nutricional pré-gestacional todas as participantes do grupo
risco habitual apresentavam IMC de eutrofia enquanto 54,5% das mulheres com DMG
apresentavam obesidade, 36,4% sobrepeso e apenas 9,1% eutrofia. Dentre as
participantes, 36% apresentaram ganho de peso inadequado, 40% adequado e 24%
excessivo durante a gestacdo. Nessas variaveis foi necessario realizar a correcdo de
Bonferroni, pois as mesmas apresentaram mais de duas categorias 0 que torna
necessario aplicar a correcdo para verificar a significAncia estatistica.

O numero de consultas pré-natal realizadas foi categorizado em menor que 6
consultas e maior ou igual a 6 consultas, essa classificagdo se deu devido ao fato de que
0 Ministério da Saude recomenda a gestante realizar no minimo 6 consultas durante o
periodo gestacional. Da amostra avaliada 100% das mulheres que apresentaram DMG, e
57,1% das mulheres de risco habitual realizaram 6 ou mais consultas durante o pré-
natal.

Quanto a idade gestacional no momento do parto, pode-se perceber que as
mulheres que apresentaram DMG tiveram uma mediana menor que as de risco habitual,
associada a uma menor idade gestacional relatada que foi de 36 semanas, sendo a idade

maxima de ambos os grupos iguais, conforme descrito também na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e sociodemograficas da populacdo (n=25).

Total . . DMG
Risco habitual
Varidveis (n=25) (n=14) (n=11) Valor p?
0
dade materna 25 (100%) (30,0046,25)* (2486526 003
. 0,32
Renda per capita
Menor que 1 salario 13 (68,4%) 9 (64,3%) 4 (36,4%)
Maior ou igual a 1 salario 6 (31,6%) 2 (14,3%) 4 (36,4%)
Escolaridade 0,61
Fundamental 5 (12,0%) 2 (14,3%) 3(27,2%)
Ensino médio 14 (56,0%) 9 (64,3%) 5 (45,6%)
Superior 6 (24,0%) 3(21,4%) 3(27,2%)
Estado civil 0,19
Casada/Unido estavel
10 (40,0%) 4 (28,6%) 6 (54,5%)

Solteira/Divorciada 15 (60,0%) 10 (71,4%) 5 (45,5%)
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Atividade fisica durante a gestacdo
Né&o

Sim

Uso de medicamento durante a gestagéo
Né&o

Sim

Suplementacao durante a gestacéo
Néao

Sim

Estado nutricional pré-gestacional
Eutrofia

Sobrepeso

Obesidade

Ganho de peso gestacional
Insuficiente

Adequado

Excessivo

Estado nutricional pos-gestacional
Baixo peso

Eutrofia
Sobrepeso
Obesidade

Numero de consultas pré-natal
< 6 consultas
> 6 consultas

Tipo de parto

Normal

Cesarea

Idade gestacional no parto

Peso de nascimento do RN

14 (56,0%) 7 (50,0%)
11 (44,0%) 7 (50,0%)
12 (48,0%) 7 (50,0%)
13 (52,0%) 7 (50,0%)
12 (48,0%) 7 (50,0%)
13 (52,0%) 7 (50,0%)
15 (60,0%) 14 (100%),>
4 (16,0%) 08
6 (24,0%) 0b
9 (36,0%) 7 (50,0%)°
10 (40,0%) 6 (42,9%)
6 (24,0%) 1(7,1%):
1(4,0%) 1(7,4%)
9 (36%) 9 (64,2%)
6 (24%) 2 (14,2%)
9 (36%) 2 (14,2%)
6 (24,0%) 6 (42,9%)
19 (76,0%) 8 (57,1%)
19 (76%) 11 (78,5%)
6 (24%) 3(21,5%)
25 (100%) 40 (37,41)**

7 (63,6%)
4 (36,4%)

5 (45,5%)
6 (54,5%)

5 (45,5%)
6 (54,5%)

1(9,1%),°
4 (36,4%):
6 (54,5%)°

2 (18,1%)
4 (36,4%)
5 (45,5%)

0 (0%)
0 (0%)
4 (36,3%)
7 (63,7%)

0 (0%)
11 (100%)

8 (72,7%)
3(27,3%)

39 (36,41)**
23(92,0%)  (3233,18+394,40)* (3132,50+388,40)*

71

0,49

0,82

0,82

<0,001

0,05

0,032

0,01

0,227

0,47~

0,54°

aTeste qui-quadrado, *Média e desvio padrdo; **Mediana, minimo e méaximo; "Teste Mann Whitney; *T-student

simples. Frequéncias seguidas de letras iguais entre as categorias representam associacles estatisticamente

significativas pelo teste Bonferroni (p<0,05).

Concentracgao de citocinas/quimiocinas presentes no colostro

Os valores das concentra¢Ges de citocinas e quimiocinas encontradas no colostro

materno estdo descritos na Tabela 2, onde observa-se uma coluna com os nimeros de

amostras detectaveis, ou seja, que ficaram dentro da curva padrao.

No presente trabalho foram avaliadas 22 citocinas e quimiocinas anti-inflamatorias e

Th2 (alocadas juntamente com as anti-inflamatdrias) e inflamatérias, principalmente as

Thl. Na tabela 2, observa-se que a IL-10 e a IL-1ra, biomarcadores anti-inflamatorios,
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250 apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos. Nota-se que a IL-10 foi
251  detectada em 9 amostras de ambos 0s grupos e que apresentou uma maior mediana e
252 maior valor no maximo no grupo DMG. Enquanto a IL-1ra foi detectada em 19
253  amostras e apresentou uma mediana e um valor maximo maior no grupo das mulheres
254  de risco habitual.
255 Enquanto isso, dentre as citocinas inflamatorias, o IFN-y, a IL-6, IL-12 e IL-15
256  apresentaram diferencas estatistica entre os grupos. O IFN-y foi detectado em 24
257 amostras sendo que apresentou maior mediana, e valor maximo no grupo DMG,
258  semelhante ao que aconteceu com a IL-6, que foi detectada em 20 amostras de ambos 0s
259  grupos. Ja a IL-12 ndo foi detectada em nenhuma amostra do grupo de risco habitual, e
260 foi detectada em apenas 3 amostras do grupo DMG. Desta forma, ndo foi possivel
261  realizar uma comparacdo entre os dois grupos. Em se tratando da IL-15, a mesma foi
262  detectada em 18 amostras de ambos 0s grupos, apresentando um maior valor maximo e
263  de mediana no grupo DMG.
264 Tabela 2 — Faixa de valores das citocinas e quimiocinas estratificada por grupo.
RISCO HABITUAL DMG
Valor
Citocinas N° de amostras Mediana Min Max N° de amostras Mediana Min Max p?
detectaveis (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) detectaveis (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Antiinflamatérias
EOTAX 14 36 04 149,8 1 94 06 1091 029
IL-2 14 14 09 89 7 32 2,6 152 085
IL-4 9 02 02 05 10 03 01 2.2 0,07
IL-5 14 (18,79+6,57)* 11 (17,969,60)* 0,80°
IL-7 7 14,6 29,2 50,2 7 2.8 22 41,7 055
IL-9 0 2144,6  2919,0 7 9,5 86 25583 0,60
IL-10 0 35 4.8 7 07 07 9,1 0,03
IL-13 0 01 01 4 0 01 06 0,06
IL-1ra 14 529,7 1359 7491 5 0 2005 6419 0,01
Inflamatérias
IP-10 7 29,1 58,2  3486,8 7 312,9 2384 329928 0,30
MCP-1 6 0 38  2609,7 5 0 11,6 7757 090
MIP-1a 14 75,0 21 15044 11 43,4 17 39977 091
MIP-1b 13 1189 149 3067 11 2258 137 20025 0,06
RANTES 12 84 2,1 2495 9 30,6 64 1732 035
TNF-a 1 (25,17+20,95)* 10 (32,67+28,80)* 0,46°
IFN-y 14 64 01 10,4 10 11,0 19 822 004
IL-1B 14 16 0 87,5 11 06 06 198 0,70
IL-6 9 18 07 67 11 11,6 16 648 001
IL-8 0 55 71918 0 109 15078 0,99
IL-12 0 04 0,7 0,04
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IL-15 8 35,4 35,4 97,4 10 86,3 35,4 2154 0,01
IL-17 14 18,9 15,2 26,9 11 17,9 4,3 29,8 0,70
265 aMann- Whitney; *T-student simples, *média e desvio-padrio.
A B
10+ * 1000+
n
8 800 *
= = L4
E E - .
E 61 g 6007 Iy L]
=g ° I []
S 4 o S 4001 ofo
= = —
21 200
L]
N L c
: Risco Habitual Dl\1I.IG Risco I-:abitual DMG
C .
4-
% 3 0,07
~ |
S 27
=
" I
o el inr
Risco Habitual DMG
266
267 Figura 1: Comparagao dos niveis de citocinas inflamat6rias e Th2 no colostro. As concentragao de IL-10
268  (A), IL-1ra (B), e IL-4 (C) no colostro foram medidas por Luminex. Os circulos representam as mulheres
269  classificadas com risco gestacional habitual. Os quadrados representam as mulheres com DMG. Um total
270  de 25 amostras foram incluidas nas analises. Cada figura geométrica representa uma participante.
271  *p<0,05.
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Figura 2: Comparagao dos niveis de citocinas inflamatérias no colostro. As concentragao de TNF-a (A),
IFN-gamma (B), IL-6 (C), IL-17 (D) IL-15 (E) no colostro foram medida por Luminex. Os circulos
representam as mulheres classificadas com risco gestacional habitual. Os quadrados representam as
mulheres com DMG. Um total de 25 amostras foram incluidas nas analises. Cada figura geométrica
representa uma participante. *p<0,05.

Para melhor critério de comparacdo das concentragdes de citocinas que
apresentaram diferenca significativa entre os grupos e analise daquelas que sdo
importantes marcadores de DMG, alguns graficos foram criados. Na Figura 1, pode-se
observar que as mulheres classificadas com DMG apresentaram maior concentracdo de
IL-10 (Figura 1A) e IL-15 (Figura 1C) no colostro. Com relagéo a IL-4, observa-se uma
média de producdo um pouco maior no colostro de mulheres com DMG (Figura 1D).
Apesar de ndo ter diferenca estatisticamente significativa. Ja o IL-1ra, apresenta-se
reduzido no colostro de mulheres com DMG (Figura 1B). Na Figura 2 € valido destacar
que tanto o IFN-g (Figura 2B), quanto a IL-6 (Figura 2C), estdo aumentadas no colostro

de mulheres com DMG.
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Figura 3: Perfil global de citocinas/quimiocinas no colostro de puérperas, segundo classificacdo de risco
durante a gestagdo. O grafico em radar mostra a frequéncia de alta produtoras dos niveis de citocinas
inflamatorias e anti-inflamatorias e Th2, e a contribuicdo de cada uma nas diferentes categorizagdes (risco
habitual e DMG).

Para identificar de forma global as citocinas e quimiocinas avaliadas no colostro
foram construidos os graficos de radar. Esses graficos representam a freqiiéncia de
mulheres que apresentaram a concentracdo de citocinase quimiocinas acima da mediana
global. Os eixos em cinzas escuros representam a alta frequéncia de citocinas anti-
inflamatdrias e Th2, enquanto 0s eixos em cinza claro representam a frequéncia de
citocinas inflamatérias. Os valores de cada eixo podem ser unidos para formar a area
poligonal central que representa o equilibrio geral de citocinas anti-inflamatorias-
Th2/inflamatorias.Aumentar ou diminuir as areas do poligono central reflete a
contribui¢do maior ou menor do equilibrio dessas citocinas. Desta maneira, observa-se
que as mulheres com DMG apresentam maior frequéncia de producdo de citocinas e

quimiocinas inflamatorias e Th2 no colostro.
DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar se a presenca da DMG compromete a
concentracdo de componentes bioativos no colostro e se essas alteragbes se
correlacionam com o estado nutricional materno. A populagdo do estudo foi composta
por 56% de puérperas que apresentaram gestacao de risco habitual e 44% de puérperas

que apresentaram DMG na gestacéo.

O leite materno é considerado o alimento ideal até os 6 meses de vida por ser o

responsavel por fornecer nutricdo e fatores de defesa para maturacdo do sistema imune
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do recém-nascido.Esse fluido contém uma variedade de citocinas e quimiocinas,
entretanto, como se da a sobrevivéncia dessas citocinas e quimiocinas na passagem pelo
estdmago do bebé ainda € desconhecida, alguns trabalhos sugerem que elas podem ser

sequestradas até atingir o intestino®.

Diante do exposto, Sifnaois e colaboradores'® sugerem que a composi¢do imune
do leite materno sofra alteracdes na presenca da DMG devido as mudancas no
metabolismo da glicose. Doenca que é caracterizada por um estado de inflamacéo
sistémica de baixo grau e desrregulacdo do sistema imune que induz um desequilibrio

entre células Thl e Th2 favorecendo as respostas inflamatdrias.

Dentre as citocinas estudadas, a IL-10 é uma importante citocina anti-
inflamatdria e imunorreguladora que estd sendo bastante discutida, uma vez que a
mesma ao ser avaliada no colostro tem sido descrita em concentragfes extremamente
divergentes, desde nao detectavel até valores bastante elevados, o que dificulta a
interpretacdo do seu papel no leite materno'**?, Acredita-se que a mesma é uma potente
citocina que resulta na ativacdo das celulas Th2que foi originalmente marcada como

fator inibidor da sintese de citocinas pré-inflamatérias pelas células T auxiliar (Th1)*3,

No estudo em questdo a IL-10 foi detectada em apenas 9 amostras, o que
corrobora com os achados de Castellote e seus colaboradores** que ao avaliarem a
presenca dessa citocina no leite observaram que a mesma foi encontrada em
concentracdes muito baixas e indetectdveis em algumas amostras. Além disso, foi
possivel observar uma diferenca estatisticamente significativa dessa citocina entre 0s
grupos, nota-se também que no grupo que apresentou a DMG ha uma maior mediana e
maior valor maximo dessa citocina o que significa que o aumento da mesma esta
relacionado com a inflamac&o causada pela DMG, uma vez que a IL-10 é conhecida por
suprimir a inflamacdo'®. No entanto, no presente estudo a concentracdo de IL-10 foi
avaliada no colostro e ndo no sangue, sendo assim, sugere-se que o aumento da IL-10
pode estar relacionado a tentativa do organismo em controlar a acdo das citocinas

inflamatdrias também aumentadas no contexto do DMG.

J& a IL-1ra é um membro da familia da IL-1 também conhecida como uma
citocina anti-inflamatéria que age de forma antagonista ao receptor de IL-1 presente na
superficie celular(IL-1R), o mesmo receptor que se liga a IL-1, evitando que a mesma

envie um sinal para essa célula. Além disso, essa citocina é conhecida por ser um
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inibidor natural do efeito pro-inflamatério de IL-1a ¢ IL-1B e modula uma variedade de
respostas imunes e inflamatérias relacionadas a IL-1°.De acordo com os dados
apresentados pelo estudo, observa-se que mulheres com DMG secretaram menor
concentracdo IL-1ra no colostro, isso pode confirmar o perfil mais inflamatério das

citocinas presentes no colostro de mées que tiveram DMG.

Em seus estudos, Charles e colaboradores'® descrevem que a IL-1ra ndo induz
diretamente uma resposta anti-inflamatéria, mas se liga ao receptor da IL-1 na
superficie celular e inibe os efeitos inflamatérios dessa citocina, ou seja, neutraliza os
efeitos causados pela IL-1. Acredita-se que a IL-1 estd aumentada em pacientes com
diabetes mellitus e que a mesma € responsavel por promover a destruicdo das células

beta e alterar a sensibilidade a insulinal’.

Dentre as citocinas inflamatdrias, o IFN-y é o responsavel por ativar monocitos e
macro6fagos, sendo caracteristica da resposta Th1*8. Os resultados mostram que o IFN-y
aparece com maior mediana, valor minimo e maximo no grupo DMG em comparagao
ao grupo de risco habitual, ou seja, parece que o colostro reflete a inflamagdo causada
pela DMG. Esses dados espelham o que ocorre na circulacdo de mulheres com DMG,
onde observa-se aumento dos niveis circulatérios de IFN-y, que tem relacdo com a

inflamacéo desencadeada pela doenca.

Sabe-se que algumas citocinas presentes no leite materno como a IL-6 e TNF-a
estdo associadas a regulacdo do desenvolvimento e fungdes da glandula mamariat.
Estudos recentes mostraram que as duas sdo consideradas como fatores pro-
inflamatdrios e desempenham papéis importantes no desenvolvimento da resisténcia a
insulina e do DMG?®. A IL-6é uma das principais citocinas do leite humano e é
secretada por varios tecidos. Apresenta-se em maior concentragdo nos individuos
obesos em comparagdo com 0s ndo 0besos, ou seja, ela esta relacionada com o aumento
do IMC e do percentual de gordura®®. No caso do DMG, a IL-6 tem sido estudada como
marcador de diagnéstico por aparecer aumentada no sangue?. Como no sangue
periférico, os resultados apresentados demonstram que a IL-6 possui maior mediana e
maior valor maximo no colostro de mulheres com DMG se comparada ao grupo de

mulheres saudaveis.

Outra citocina que apresentou diferenca estatisticamente significativa no

trabalho foi a IL-15, que também pode ser considerada como uma citocina inflamatdria.
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A concentracdo de IL-15 no colostro apresentou maior nimero de amostras detectaveis,
maior valor de mediana e valor maximo no grupo que de mulheres com DMG em
relacdo ao grupo de risco habitual. Esses dados podem sugerir que a citocina IL-15

também tem relagdo positiva com a DMG.

A andlise do perfil global das citocinas e quimiocinas representadas pelos
graficos em radar compara a contribuicdo de todas as citocinas/quimiocinas
simultaneamente, e a representatividade de cada uma delas no perfil global. Essa analise
se difere dos outros tipos de graficos, pois é uma analise visual que permite avaliar uma
maior contribui¢do relativa de cada citocina comparada com as demais, segundo a
categorizacdo dos grupos. Apds examinar esses graficos, foi possivel observar que no
grupo de mulheres com DMG a maioria das citocinas pro-inflamatorias (1P-10, MIP-1a,
MIP-1B, RANTES, IFN-y, IL-1B e IL-17) e anti-inflamatérias-Th2 (Eotaxin, IL-2, IL-4,
IL-5, IL9 e IL-10) estdo em alta concentragdo em mais de 50% das amostras. Em
contrapartida, no grupo de risco habitual, nota-se que esses biomarcadores apresentam
um perfil mais irregular em que apenas a IL-4 e IL-1ra (Th2 e anti-inflamatérias) e IL-

15 (pré-inflamatoria) tiveram a concentracdo alta em mais de 50% das amostras.

Entretanto, no grupo DMG o grafico sugere que ha um aumento tanto de
biomarcadores anti-inflamatérios quanto inflamatérios. Existem relatos que a DMG
aumenta a producdo de citocinas apenas inflamatérias no sanguel®. Porém, alguns
autores também mostraram o aumento de ambos os grupos de citocinas durante o
DMG?. Essa dicotomia pode estar relacionada a tentativa do organismo em promover

equilibrio em as diferentes citocinas e quimiocinas de modo a favorecer a homeostase.

Os estudos sobre imunologia do colostro, em especial na DMG, ainda
encontram-se escassos na literatura. Os trabalhos que realizaram anélise de perfil imune
em mulheres com DMG, avaliaram em sua maioria o0 sangue das mulheres, ndo o leite,
como no nosso trabalho. Os dados apresentados corroboram com os dados de Fujimori e
colaboradores?? que sustentam a hipétese de que as mudancas no organismo induzidas
pela DMG séo capazes de alterar a composi¢édo imune do colostro, entretanto ndo ha
davidas quando ao beneficio do aleitamento materno para a diade. Adicionalmente, o
aleitamento deve ser incentivado mesmo em situacdes de comorbidades onde ndo ha

prejuizo a sadde da crianca.
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A presente pesquisa apresentou como limitagdo o nimero de participantes do
projeto. Um estudo com maior numero de participantes que apresentaram DMG durante
a gestacdo seria necessario para verificar os efeitos da doenca no comportamento das
citocinas/quimiocinas no colostro. Mas, vale salientar que este estudo tem importancia
na investigacdo da influéncia do DMG na composicdo imune desse fluido, visto que
mediu varios dos biomarcadores que ndo haviam sido identificados no colostro até o

momento, em especial em maes que tiveram DMG.
CONCLUSAO

Nosso estudo confirma a hipotese de que a presenca de DMG acarreta em
mudangas nas concentragcdes de citocinas e quimiocinas no colostro materno, com
aumento de ambos os tipos delas. Apesar dessas alteraces encontradas, sabe-se que o
aleitamento materno ainda €, sem dividas, a melhor forme de nutricdo e protecdo ao
bebé. Sendo assim, tornam-se necessarios mais estudos dando continuidade a nossa
pesquisa com objetivo de avaliar maior nimero de mulheres, para que se torne possivel
realizar intervengdes nutricionais de forma preventiva a fim de minimizar os indices da

doenca.
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